OZET

ORGANLARIN VE DOKULARIN MUHAFAZA EDILMESINE YONELIK YONTEM

5 Bulug, bir organ veya dokunun muhafaza edilmesine ydnelik bir yontem ile ilgili olup, organ

10

veya dokunun, bir kallikrein inhibitérinun etkili bir miktarCile temas ettirilmesini icermektedir
ve bulus ayrich bu tur bir yontemde kullan@@bilen c¢ozeltiler ile ilgilidir. Ayrlch, ameliyat
slchsida ve/veya bir sujeden organ(d ¢khrIthashlnl arddan bir organ [l reperflizyon hasarnlnl
azaltlfhashh ydnelik bir ydntem ile ilgili olup, organm bir organ saklama ve muhafaza ¢dzeltisi
icerisine koyulmas bl ermektedir, burada ¢bzelti bir kallikrein inhibitéri icermektedir.
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ISTEMLER

Bir organlnl muhafaza edilmesi ve/veya saklanmasni ydnelik bir bilesim olup, bilesim,
fizyolojik olarak kabul edilebilir ex vivo bir organ muhafaza ¢dzeltisi ve 53 ila 60 amino
asitlik bir kallikrein baglama polipeptiti icermektedir, burada kallikrein badlama
polipeptiti SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'nin 3 ila 60 amino asitlerini icermektedir.

Istem 1’e gére bilesim olup, burada ex vivo organ muhafaza c¢dzeltisi, cozeltisinin 1

litresi icerisinde agad(dakileri icermektedir:

(i)100 mmol K+- laktobiyonat, 25 mmol KH2PO4, 5 mmol MgS0O4, 30 mmol
Rafinoz, 5 mmol adenozin, 3 mmol glutatyon, 100U insiilin, 0.5 ml Baktrim (16
mg/ml), 8 mg deksametazon, 1 mM allopurinol ve yaklaskl 200,000 ila yaklagkl
300,000 degerindeki bir molekiiler agida ve yaklaskl 0.4 ila 0.7 dederindeki bir
ikame derecesine sahip 50 g hidroksietil nisastas[;]

(ii) 30 ila 100 g/L %10 modifiye hidrosietil nisastas[185 ila 145 mM NaCl, 3 ila 6
mM KCI, 1.0 ila 1.6 mM CaCl2, 0.7 ila 1.3 mM KH2PO4, 0.9 ila 1.5 mM MgS04,
0.05 ila 5.0 mM allopurinol, 0.02 ila 2.0 mM desferricksamin, 0.5 ila 10.0 mM
glutatyon, 0.1 ila 5.0 yM nikardipen, 0.1 ila 5.0 mM adenozin, 1.0 ila 50.0 mM
fruktoz, 1.0 ila 50.0 mM glukoz, 5 ila 250 U/L insiilin, ve 2 ila 40 mM Moplar;

(iii) 50 g/L %10 modifiye hidroksietil nisasta, 115 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.30 mM
CaCl2, 1mM KH2PO4, 1.2 mM MgS04, 1mM allopurinol, 1 mM desferrioksamin, 3
mM glutatyon, 2 uM nikardipen, 1 mM adenozin, 10 mM fruktoz, 10 mM glukoz,
100 U/L insiilin, ve 20 mM Moplar;

{(iv) 85 ila 145 mM NaCl, 3 ila 6 mM KCl, 1.0 ila 1.6 mM CaCl2, 0.7 ila 1.3 mM
KH2PO4, 0.9 ila 1.5 mM MgS04, ve 0.12 ila 1.2 mM adenozin; veya

(v) 115 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.30 mM CaCl2, 1 mM KH2PO4, 1.2 mM MgS04,

1mM allopurinol, 1 mM desferrioksamin, 3 mM glutatyon, ve 0.12 mM adenozin.
Bilesimin ayrlch bir antioksidan icerdigdi, Istem 1 veya 2'ye gore bilegim.
Yontemin, organ veya dokunun, istemler 1 ila 3ten herhangi birine gére bilesim ile

temas ettirilmesini igerdigi, bir organ veya dokunun muhafaza edilmesine yonelik bir ex

vivo yontem.
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Yontemin, organll istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gdre bilesim ile temas
ettirilmesini icerdigi, ameliyat sitdshkla ve/veya crgan@ bir sujeden ¢Karltas/hinl
ardlmdan bir organ(nl reperfiizyon hasarlnlnl azaltIthash yonelik bir ex vivo yontem.

Organ veya dokunun kalp, akciger, boébrek, pankreas, karacider, baglsak, endotelyal

doku, vaskiiler doku veya cilt oldugu, istem 4 veya istem 5’e g6re yontem.
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TARIFNAME

ORGANLARIN VE DOKULARIN MUHAFAZA EDILMESINE YONELIK YONTEM

ILGILT BASVURU

Bu basvuru, 28 Adustos 2002 tarihinde dosyalanan, 60/407,004 numaral(JU.S. Gegici

Bagsvurusundan hak iddia etmektedir.

ONCEKI TEKNIK

Dondr organlarfil yasayabilirliinin muhafaza edilmesi, organ nakli icin énemli bir amacticl
Tipik olarak, nakledilecek olan organ saklanmallditive olasCaliClyh sevk edilmelidir. Saklama
ve sevk shashbda organm hiicresel yasayabilirliginin uzatl@bilmesi, nakil operasyonunun
basarLicin oldukca énemlidir. Muhafaza ¢ézimleri, organdl 6mri bakmbidan énemli bir rol
oynamaktad] Organlarld muhafaza edilmesine yonelik ¢cbziimler, Berdyaev ve meslektaslar(]
tarafibbdan 5,432,053 numarall.S. Patent Dokiimanida, Belzer ve meslektaslartarafidan,
4,798,824, 4,879,283, ve 4,873,230 numaral[1).S. Patent Dokiimanlariitda; Taylor tarafinidan
5,405,742 numarallJ.S. Patent Dokimaninlda; Dohi ve meslektaslar(tarafinklan 5,565,317
numaral1.S. Patent Dokiimanlnta; Stem ve meslektaslar(Barafindan 5,370,989 ve 5,552,267
numarallJ U.S. Patent Dokimanlarilnda agklananlar( kapsamaktadlr]l Ancak, organlaril

muhafaza edilmesine ydnelik yontemler ve ¢dziimler igin bir ihtiyag mevcuttur.

Protezlar cok cesitli biyolojik yolaklara dahil olmaktad Ozellikle, kallikrein, plazmin, elastaz,
Urokinaz plazminojen aktivatord, trombin, insan lipoproteini ile iligkili koagiilasyon inhibitdrQ
gibi serin proteazlar(Ve faktdrler VIIa, IXa, Xa, XIa, ve XIla gibi koagilasyon faktorleri, kan
aksInlJérnedin genel veya fokal iskemi, timor invazyonu, fibrinoliz, perioperatif kan kaybe
inflamasyonu  etkileyen yolaklara dahil edilebilmektedir. DolaySia, spesifik serin
proteazlar@@ inhibitorleri, gesitli iskemik hastalldara yonelik poransitel ilag hedefleri olarak
dikkat cekmektedir.

S@lrkaracigerinden elde edilen bu tir bir inhibitdr, yani aprotinin (ayrich s@lfipankreatik tripsin
inhibitor(i veya BPTI olarak da adlanditlthaktadlt), 6rnegin bir koroner arter baypas asl@ma
prosediirii slcAsida CPB goren hastalardaki peroperatif kan kaybmlnl ve transfiizyon ihtiyachlnl
azalthasnda profilaktik kullanma yénelik olarak Birlesik Devletler'de onay almgtrl Aprotinin,
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TRASYLOL® (Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut) ticari
markas[hltlntla piyasada mevcuttur ve pankreatitin tedavisinde kullanim igin onay almisticl
Aprotininin etkililigi, plazma kallikrein de dahil olmak (zere birgok serin proteazinl Ve plazmini
inhibe etmeye yonelik gbrece spesifik olmayan yetileri ile iliskilendiriimektedir. Bu proteazlar,

temas aktivasyon sisteminin {CAS) birkag yolag[bakm hidan dnemlidir.

CAS, baslanglcta, substratlarl (6rnedin kaolin, cam, dekstran siilfat veya zarar gérmis kemik
ylizeyleri) yiizeyine tim kan temas ettiginde aktif hale getirilmektedir. Bir serin proteazCblan
kallikrein, nétrofiller, plazmin, koagilasyon ve gesitli kininlerin aktivasyonuna yol agan CAS
kaskadnl baslatan bir plazma enzimidir. Kallikrein, temas aktivasyon kaskadlnka erken bir
sekilde bir proteolitik olay tarafidan aktif hale getirilene kadar bir inaktif molekdl olarak

dolasloida olan bir zimogen (6n-kallikrein) olarak salgldanmaktad(cl

Ancak, organlarlnl muhafaza edilmesi icin spesifik kallikrein inhibitérlerin kullanmCbasar[Thir

sekilde ispat edilememigtir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bu bulus, érmegin Kallikerein gibi serin proteazlarlinhibe eden peptitlerin kesfine dayanmakta
olup, bunlar, nakil bekleyen bir organl muhafaza edilmesinde basarllllbir sekilde
kullan@bilmektedir Daha spesifik olarak, bulug, bir organ veya dokunun muhafaza edilmesi igin
bir yontemde kallikrein inhibit6rlerinin kullaninnk yonelik yontemler ve bu tir bir kullanima
yonelik bilesimler sadlamaktadlc] Bulus ayrich, konadidan ckarlthis] olan bir organ veya
dokudaki reperflzyon hasar(d veya zedelenmesinin azaltlthas(] inhibe edilmesi veya
dnlenmesine yonelik yéntemler ve bu tir bir kullanlma yonelik bilesimler ile ilgilidir. Tercih
edilen kallikrein peptitleri, Markland ve meslektaslarCtarafindan 6,333,402 ve 6,057,287
numaral[Birlesik Devletler Patent Doklimanlarinkla a¢klananlar[Rapsamaktadirl

Mevcut tarifname, su amino asit sekanslarbliceren bir polipeptiti iceren bilesimleri
acklamaktad(r]

Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaab Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys Xaalb
Xaalb Xaal7 Xaal8 Xaal9 Xaa20 Xaa2l Xaa22 Xaal3 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaal7 Xaal8
Xaa29 Cys Xaa3l Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaad0 Xaa4l Xaa42 Xaad3
Xaad4 Xaad45 Xaad6 Xaad7 Xaa48 Xaad9 Xaa50 Cys Xaab2 Xaab53 Xaa54 Cys Xaab6é Xaab7

2



10

15

20

25

30

35

Xaa58 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1),

burada Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 veya Xaa58'den her biri bireysel olarak bir
amino asittir veya mevcut dedildir; Xaab, Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaa20, Xaa24, Xaa2s,
Xaa26, Xaa27, Xaa28, Xaa29, Xaad4l, Xaad2, Xaad4, Xaad6, Xaad7, Xaa48, Xaa49, Xaas0,
Xaa52, Xaab3 ve Xaab4 herhangi bir amimo asit olabilmektedir; Xaal0 ise sublardan olusan
gruptan segilen bir amino asittir: Asp ve Glu; Xaall sunlardan olusan gruptan segilen bir
amino asittir: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile, Ala ve Thr, Xaal3 sunlardan olusan gruptan
secilen bir amino asittir: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys ve GIn; Xaal5
sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn ve Gln;
Xaal6 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Gly, Ser, Asp ve Asn; Xaal7
sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val, GIn ve Thr;
Xaal8 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: His, Leu, GIn ve Ala; Xaal9
sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Pro, GIn, Leu, Asn ve Ile; Xaa21
sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir. Trp, Phe, Tyr, His ve Ile; Xaa22
sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Tyr ve Phe; Xaa23 sunlardan olusan
gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe; Xaa31 sunlardan olusan gruptan segilen bir
amino asittir: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Tle ve Thr; Xaa32 sunlardan olusan
gruptan secilen bir amino asittir: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly ve Val;
Xaa34 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly ve
Leu; Xaa35 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Tyr, Trp ve Phe; Xaa39
sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Gly, Ala, Ser ve Asp; Xaa40
sunlardan olugsan gruptan secilen bir amino asittir: Gly ve Ala; Xaa43 sunlardan olugan
gruptan segilen bir amino asittir: Asn ve Gly; Xaa45 sunlardan olusan gruptan secilen bir
amino asittir: Phe ve Tyr; ve burada s6z konusu polipeptit kallikreini inhibe etmektedir ve
tarifname ayrich, bu bilesimlerin kullanimb yonelik yontemleri agklamaktadlr] bulug ekli
istemler tarafdan tanMmlanmaktadlcl

Bir referans yoinde, spesifik amino asit pozisyonlarCIsunlar olabilmektedir: Xaa6 Ala
olabilmektedir, Xaa7 Phe olabilmektedir, Xaa8 Lys olabilmektedir, Xaa® Ala olabilmektedir,
XaalQ Asp olabilmektedir, Xaall Asp olabilmektedir, Xaal3 Pro olabilmektedir, Xaal5 Arg
olabilmektedir, Xaal6 Ala olabilmektedir, Xaal7 Ala olabilmektedir, Xaal8 His olabilmektedir,
Xaal9 Pro olabilmektedir, Xaa20 Arg olabilmektedir, Xaa24 Asn olabilmektedir, Xaa25 Ile
olabilmektedir, Xaa26 Phe olabilmektedir, Xaa27 Thr olabilmektedir, Xaa28 Arg olabilmektedir,
Xaa29 GIn olabilmektedir, Xaa31l Glu olabilmektedir, Xaa32 Glu olabilmektedir, Xaa34 Ile
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olabilmektedir, Xaa35 Tyr olabilmektedir, Xaa32 Glu olabilmektedir, Xaa41 Asn olabilmektedir,
Xaa42 Arg olabilmektedir, Xaa44 Arg olabilmektedir, Xaa46 Glu olabilmektedir, Xaa47 Ser
olabilmektedir, Xaa48 Leu olabilmektedir, Xaa49 Glu olabilmektedir, ve/veya Xaa50 Glu
olabilmektedir; bu pozisyonlardaki herhangi bir spesifik amino asit, bireysel olarak veya
acKlanan bir veya daha fazla pozisycnadki bir veya daha fazla amino asit ile kombinasyon
halinde meydana gelebilmektedir.

Bir referans ydniinde, mevcut tarifname, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1‘de acKlanan bir
polipeptit iceren bir bilesimi agklamaktad[f] éyle ki yandaki amino asitlerden ikisi veya daha
fazlas[ku sekilde tanimlanmaktadltl XaalO Asp olabilmektedir; Xaall Asp olabilmektedir;
Xaal3 Pro olabilmektedir; Xaal5 Arg olabilmektedir; Xaal6é Ala olabilmektedir; Xaal7 Ala
olabilmektedir; Xaal8 His olabilmektedir; Xaal9 Pro olabilmektedir; Xaa21l Trp clabilmektedir;
Xaa22 Phe olabilmektedir; Xaa23 Phe olabilmektedir; Xaa31l Glu olabilmektedir; Xaa32 Glu
olabilmektedir; Xaa34 Ile olabilmektedir; Xaa35 Tyr olabilmektedir; Xaa39 Glu olabilmektedir;
Xaad40 Gly olabilmektedir; Xaa43 Asn olabilmektedir; ve Xaad45 Phe olabiimektedir ve
tarifname ayrich bu bilesimlerin kullanmibl yonelik yéntemleri acklamaktadlt] Bir baska
referans yoniinde, yandaki amino asitler pozisyonlarban besi veya daha fazlasCTHu sekilde
tanilanmaktadirl XaalO0 Asp olabilmektedir; Xaall Asp olabilmektedir; Xaal3 Pro
olabilmektedir; Xaal5 Arg olabilmektedir; Xaalé Ala olabilmektedir; Xaal7 Ala olabilmektedir;
Xaal8 His olabilmektedir; Xaal? Pro olabilmektedir; Xaa21 Trp olabilmektedir; Xaa22 Phe
olabilmektedir; Xaa23 Phe olabilmektedir; Xaa31 Glu olabilmektedir; Xaa32 Glu olabilmektedir;
Xaa34 Ile olabilmektedir; Xaa35 Tyr olabilmektedir; Xaa39 Glu olabilmektedir; Xaa40 Gly
olabilmektedir; Xaa43 Asn olabilmektedir; ve Xaa45 Phe olabilmektedir. Referans yoniinde,
10 veya daha fazla amino asit su sekilde tanmlanmaktadld Xaal0 Asp olabilmektedir; Xaall
Asp olabilmektedir; Xaal3 Pro olabilmektedir; Xaal5 Arg olabilmektedir; Xaal6 Ala
olabilmektedir; Xaal7 Ala olabilmektedir; Xaal8 His olabilmektedir; Xaal9 Pro
olabilmektedir; Xaa2l Trp olabilmektedir; Xaa22 Phe olabilmektedir; Xaa23 Phe
olabilmektedir; Xaa31 Glu olabilmektedir; Xaa32 Glu olabilmektedir; Xaa34 Ile olabilmektedir;
Xaa35 Tyr olabilmektedir; Xaa39 Glu olabilmektedir; Xaa40 Gly olabilmektedir; Xaa43 Asnh
olabilmektedir; ve Xaa45 Phe olabilmektedir. Bir baska yaplandlinada, 15 veya daha fazla
amine asit su sekilde tanmlanmaktadlrl XaalO Asp olabilmektedir; Xaall Asp olabilmektedir;
Xaal3 Pro olabilmektedir; Xaalb Arg olabilmektedir; Xaal6 Ala olabilmektedir; Xaal7 Ala
olabilmektedir; Xaal8 His olabilmektedir; Xaal9 Pro olabilmektedir;, Xaa2l Trp
olabilmektedir; Xaa22 Phe olabilmektedir; Xaa23 Phe olabilmektedir; Xaa3l Glu
olabilmektedir; Xaa32 Glu olabilmektedir; Xaa34 Ile olabilmektedir; Xaa35 Tyr olabilmektedir;
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Xaa39 Glu olabilmektedir; Xaa40 Gly olabilmektedir; Xaa43 Asn oclabilmektedir; ve Xaa45 Phe

olabilmektedir.

Bir referans yoniinde, tarifname SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 tarafiidan tan@lanan bir
polipeptit iceren bir bilesimi acklamaktadlt) dyle ki mevcut olmasCtHurumunda Xaa3 Ser'dir,
Xaa2 His'tir, Xaal Mettir, Xaa56 Thr'dir, Xaa57 Arg'dir vefveya Xaa58 Asp'dir ve tarifname
ayrich bu tir bilesimlerin kullan(m bb yénelik ydntemleri agklamaktad|cl

Bir baska yap[@nd[tinada, bulug, yandakilere ait aa 3 ila 60 ile birlikte amino asit sekanshl]
iceren bir polipeptit iceren bir bilesim ile ilgilidir:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe
Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu
Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:2) ve bulus
ayrich, bu tir bilesimlerin, &zellikle bir Kunitz alanCliceren 53 ila 60 amino asitlerin bir
kallikrein baglama polipeptitini iceren bir bilesimin kullanbhnh yénelik yontemler ile ilgilidir,
burada Kunitz alan[dpozisyonlar 5 ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve 51'deki sisteinler arasidaki
distilfit baglarfa yénelik potansiyeli igermektedir (slgitlpankreatik tripsin inhibitoriine (BPTI)

karsKlgelen amino asit pozisyonlarh gdre) ve bilesim ayrich sunlarCkermektedir:

His ve Pro’dan secilen 13 numaral(&mino asit;

Ala ve Gly'den secilen 16 numaralCamino asit;

Ala, Asn ve Ser'den segilen 17 numarallamino asit;

His ve Leu’dan secilen 18 numaral@mino asit; ve

GIn, Leu ve Pro‘dan segilen 19 numaral@mino asit (SEKANS KIMLIK NUMARASI:23).

Belirli bir yapldndirinada, mevcut bulug, bir Kunitz alanCiceren 53 ila 60 amino asitlerin bir
kallikrein badlama polipeptitini igeren bir bilesim ile ilgilidir, burada Kunitz alanJpozisyonlar 5
ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve 51'deki sisteinler arasidaki distlfit baglarh yOnelik potansitel
icermektedir (s@Ir] pankreatik tripsin inhibitoriine (BPTI) karslkl gelen amino asit
pozisyonlarlnb gére) ve bilesim ayrlch asagldakileri igermektedir:

His ve Pro’dan secilen 13 numaral(@mino asit;
Lys ve Arg’dan segilen 15 numaral@mino asit;
Ala ve Gly'den secilen 16 numaral&mino asit;

Ala, Asn ve Ser'den secilen 17 numaral@mino asit;
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His ve Leu’dan segilen 18 numaral@mino asit; ve

GlIn, Leu ve Pro’dan secilen 19 numaral@mino asit,

31 numaral@mino asit Glu'dur;

Glu ve GIn‘den secilen 32 numaral(@mino asit;

Ser, Thr ve Ile'den segilen 34 numaralCamino asit; ve

Gly, Glu ve Ala’dan segilen 39 numaral@mino asit (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24).

Belirli bir yaplandltada, mevcut bulus, bir Kunitz alanCiceren 53 ila 60 amino asitlerin bir
kallikrein baglama polipeptitini iceren bir bilesim ile ilgilidir, burada Kunitz alan[Jpozisyonlar 5
ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve 51'deki bir sisteini igermektedir (sl pankreatik tripsin
inhibitorine (BPTI) karslk gelen amino asit pozisyonlarbh gdre) ve bilesim ayrlca
asagldbkileri icermektedir:

His ve Pro’dan segilen 13 numaralCamino asit;

Lys ve Arg’dan segilen 15 numaral@minc asit;

Ala ve Gly'den secilen 16 numaralAmino asit;

Ala, Asn ve Ser’den segilen 17 numarall@mino asit;

His ve Leu’dan secilen 18 numaral@mino asit; ve

GIn, Leu ve Pro’dan secilen 19 numaral@mino asit,

31 numaral(@mino asit Glu'dur;

Glu ve GIn‘den segilen 32 numaral@mino asit;

Ser, Thr ve Ile'den segilen 34 numarallamino asit; ve

Gly, Glu ve Ala’dan secilen 39 numaral@mino asit (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24).

Belirli bir yapldndmnada, Kunitz alanC3unlardan olusan gruptan segilmektedir:

KKII/3 #1 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24)
KKII/3 #2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:25)
KKII/3 #3 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:26)
KKII/3 #4 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:27)
KKII/3 #5 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:28)
KKII/3 #6 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:29)
KKII/3 #7 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:30)
KKII/3 #8 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:31)
KKII/3 #9 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:32) ve
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KKII/3 #10 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:33)
Tablo 1'de agkland@llizere.
Burada agklanan her bir bilesim, bulusun yontemlerinde kullanldbilmektedir. Dahas[Jburada
aclklanan bilesikler, burada aglklanan indikasyonlar veya yontemler icin bir ilaciol veya bilegimin

imalatinda kullanIdbilmektedir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI
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Sekil 1, 6zellikle CABG prosediiri, ornegin kardiyopulmoner baypas (CPB; Baypas Aparat[]]
gibi ekstra korporel kan dolasimikapsadiinda, bir koroner arter baspas asl@ma (CABG)
prosedir( ile iliskilendilenler gibi, yumusak doku veya kemik dokusu travmasioh maruz kalan
bir hastada ortaya clkhbilen temas aktivasyon sistemi ve sistemik inflamatuvar yanffa (SIR)
dahil olan baglich ¢oklu yolaklar ve ilgili olaylarldl basitlestiriimis bir diyagram(dlr] Oklar,
kaskad icerisinde bir bilesen veya olaydan bir baska bilesen veya olaya dodru olan
aktivasyonu gostermektedir. Her iki yondeki oklar, her iki yénde bilesenlerin veya olaylarn
aktivasyon etkilerini gbstermektedir. KIFK] oklar, bir bilesen veya clayl bir baska bilesen
veya olay[nl aktibasyonuna olas[Rat i L gdstermektedir. Kishltmalar su sekildedir: “tPA” =
doku plazminojen aktivatorii; “C5a” = kompleman sisteminin bir protein bileseni; “fXIla" =
aktif kallikreinin olusturulmsalnh yonelik én-kallikreinin aktivatdr proteini; “Dissal” = dissal
koagiilasyon sistemi; “csel” = icsel koagiilasyon sistemi.

Sekil 2, plazmid pPIC-K503 igerisinde bulugun bir kalliklerin inhibitér ("KI”) polipeptitine
yonelik bir DNA bélimind ve ¢karsanmlilgili amino asidi gdstermektedir. Eklenmis DNA,
kutulu alan taraflodan gevrelenen amino asit sekansih sahip PEP-1 KI polipeptitinin amino
terminusuna gergeve igerisinde flizyonlanan accharomyces cerevisiae (altLLizilmis) mata
prepro sinyal peptitini kodlamaktadlr] Kutulu alanda gosterilen PEP-1 KI polipeptitinin
amino asit sekansCISEKANS KIMLIK NUMARASI:2'dir ve KI polipeptitinin ilgili niikleotit
kodlama sekansCise SEKANS KIMLIK NUMARASI:3'tiir. Kesikli oklar, sekanslama kal[plar GIA
meydana getiriimesinde kullanlthislolan AOX bélgelerindeki iki PCR primeri sekansinlnl yerini
ve yoniund gostermektedir. Sekildeki tum nakleotit sekansinl DNA sekans[ ] fuzyon
proteinine yonelik yapBhl kodlama sekansb icermektedir ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI:35 olarak belirtiimektedir. Sekansimlnl alt[Lift ¢izili bdélimdi, bir tanishl prob
sekanshl lgdstermektedir. BsBI ve FcoRI, sekanstaki ilgili palindromik, hekzamerik,

restriksivon endonlkleazlarinlnl yerlerini gdstermektedir. Yld[zlar translasyonel stop
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kodonlarh igaret etmektedir.
Sekil 3, bulusun tercih edilen yapldndirinalaribha ait aminc asit sekanslarolnl bir hizashll

gostermektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Bulusun tercih edilen yaplandcalarnlnl bir agklamasCasagldaki gibidir.

Bulug, nakil beklivor olanlar gibi organlar@ ve dokular@ muhafaza edilmesine ydénelik
gelistiriimis yontemlerde kullanimlarib miisade eden bir spesifite ile plazma Kallikreini inhibe
eden kallikrein inhibitér (KI) polipeptitlerinin lesfine ve istemlerde tanmland@izere ilgili
yéntemlere dayanmaktadicl Bulus ayrich, konagindan ¢kbrithislolan bir organ veya dokudaki
reperflizyon hasarCVeya zedelenmesinin azaltthas[Jinhibe edilmesi veya énlenmesine yénelik

yéntemler ve bunlara y6nelik bilesimler ile ilgilidir.

Bulusta Kuflanidbilen Pofjpeptitier

Bulusta kullanldbilen KI polipeptitleri Kunitz alanO polipeptitlerini icermektedir. Bir
yaplandlrinada bu Kunitz alanlarldinsan lipoproteini ile iliskili koagullasyon inhibitér (LACI)
proteininin Kunitz alanl’e ait ki mlC/apBElCiceren degisken formlardi] LACI, paradigma
Kunitz alanlarCblan Ug ig, iyi tanmlanmls] peptit dongl yaplsinl Jcermektedir (Girard, T. ve
meslektaslar[,11989. Nature, 338:518-520). LACI'nnl ti¢ Kunitz alan[distisnai bir afiniteye sahip
olmasa da kalliklerine baglanma ve bunu inhibe etme yetenegini sunmaktadit]l Burada
acKklanan LACI'n[o Kunitz alan'in dediskenleri, artan bir afinite ve spesifite ile taranmistic]
izole edilmistir ve kallikreine baglanm&ti](baklz] 6rnegin 5,795,865 ve 6,057,287 numaral(]
U.S. Patent Dokiimanlar Bulusta kullanl@bilen polipeptit, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'ye

ait amino asitler 3 ila 60 tarafidan tanlanan amino asit sekansh sahiptir.

Kallikrein baglama polipeptitleri, terapétik veya tan(shl molekiillerin, érnedin organ dokusu,
hiicreler veya tam organizmalarda kalliklerine hedeflenmesi igin kullan[3bilmektedir.
Terapttik veya tanihl amaglara yonelik hedeflenmis dagimnl bu tir yontemleri teknikte
uzman bir kisi taraf@dan bilinecektir. Ornedin, hedeflenmis kallikrein baglama polipeptitleri,
kelliklerinin etkilerinden dolaylhasar gdrmus olan bir organil belirlenmesi igin teknikte uzman
bir kisi tarafididan kullanI3bilmektedir veya kallikrein, bulusun kallikrein baglama polipeptitleri

kullan@@rak belirli bir terapétik ajanil etkilerine yonelik olarak hedeflenebilmektedir.
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Bulusta kullan@bilen her polipeptit kallikreini baglamaktadlr] Tercih edilen yaplandrinalarda,
polipeptitler, teknikte bilinen kallikrein baglama ve inhibisyon tahlilleri kullanl3rak belirlendigi
tizere kallikrein inhibitorleridir (KI). Burada aglklanan degisken Kunitz alanCpolipeptitlerine ait
kallikreine ydnelik artrImis] afinite ve spesifite, bu tiir prosediirler geciren hastalarda
perioperatif kan kaybve/veya SIR'nin dnlenmesi veya azaltlhasCigin CPB'de ve ozellikle
CABG cerrahi prosedirlerinde kullanimlaria yénelik temeli saglamaktadir]l Bulusta kullanl@n
KI polipeptitleri, aslen kallikrein badlama yetisine yonelik olarak faj gérintileme
kitliphanelerinin taranmasCvasEasida izole edilen bir degisken Kunitz alanpolipeptitsnin

amino asit sekanshb sahip olabilmektedir veya bunu icerebilmektedir.

Burada acklanan KI polipeptitleri, su amino asit sekanshliceren bir Kunitz alanCpolipeptitini

icermektedir:

Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaab Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys Xaal5 Xaal6t
Xaal7 Xaal8 Xaal9 Xaa20 Xaa2l Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa2d
Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaa4l Xaa42 Xaa43 Xaad4
Xaa45 Xaad6 Xaa47 Xaad8 Xaa49 Xaa50 Cys Xaah2 Xaab3 Xaa54 Cys Xaab6 Xaah7 Xaab8
(SEKANS KIMLIK NUMARASI:1)

“Xaa”, bircok farklCamino asitten herhangi biri olabilen bir peptit zincirindeki bir konuma
isaret etmektedir. Ornegin, burada acKanan KI peptitlerine yonelik olarak, XaalO Asp veya
Glu olabilmektedir; Xaall Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile, Ala veya Tbr olabilmektedir; Xaal3
Pro, Arg, His, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys veya GIn olabilmektedir; Xaal5 Arg, Lys, Ala,
Ser, Gly, Met, Asn veya GIn olabilmektedir; Xaal6é Ala, Gly, Ser, Asp veya Asn
olabilmektedir; Xaal7 Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val, GIn veya Thr olabilmektedir; Xaal8 His,
Leu, Gin veya Ala olabilmektedir; Xaal9 Pro, GIn, Leu, Asn veya Ile olabilmektedir; Xaa21
Trp, Phe, Tyr, His veya lle olabilmektedir; Xaa3l Glu, Asp, GlIn, Asn, Ser, Ala, Val, Ley, Ile
veya Tbr olabilmektedir; Xaa32 Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly veya Val
olabilmektedir; Xaa34 Ile, Thr, Ser, Val, Ala, Asn, Gly veya Leu olabilmektedir; Xaa35 Tyr,
Trp veya Phe olabilmektedir; Xaa39 Glu, Gly, Ala, Ser veya Asp olabilmektedir. Amino
asitler Xaa6, Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaa20, Xaa24, Xaa25, Xaa26, Xaa27, Xaa28, Xaa29, Xaa4l,
Xaad2, Xaad4, Xaad6, Xaad7, Xaad8, Xaad9, Xaas0, Xaab2, Xaab3 ve Xaab4 herhangi bir
amino asit olabilmektedir. Ilaveten, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1in ilk dort ve en az iic
amino asitlerinden her biri, tercihe baglCdlarak mevcut olabilmektedir veya olmayabilmektedir

ve mevcut olmasCdurumunda ise herhangi bir amino asit olabilmektedir.
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SEKANS KIMLIK NUMARASI:1’e gore tanMlanan peptitler, kallikreine bagdlanan veya bunu
inhibe eden bir polipeptit dizisini meydana getirmektedir. Peptit sekansidaki degisken
pozisyon say(s[arttkta veya bir dedisken pozisyondaki olasCEmino asitlerin saylS[hrttlkta
KI'lar[ cesitliligi de artmaktad® Ornedin, tarifnamenin bir yoniinde, mevcut yontemlerde ve
bilesimlerde kullanM@bilen bir KI polipeptiti, su dedisken pozisyonlara sahiptir: Xaall Asp,
Gly, Ser veya Val olabilmektedir; Xaal3 Pro, Arg, His veya Asn olabilmektedir; Xaal5 Arg veya
Lys olabilmektedir; Xaal6 Ala veya Gly olabilmektedir; Xaal7 Ala, Asn, Ser veya Ile
olabilmektedir; Xaal8 His, Leu veya GIn olabilmektedir; Xaal9 Pro, GIn veya Leu
olabilmektedir; Xaa2l Trp veya Phe olabilmektedir; Xaa3l Glu'dur; Xaa32 Glu veya GIn
olabilmektedir; Xaa34 Ile, Thr veya Ser olabilmektedir; Xaa35 Tyr'dir; ve Xaa39 Glu, Gly veya

Ala olabilmektedir.

Tarifnamenin daha spesifik bir yonii, dedisken pozisyonlardaki su amino asitler tarafindan
tanmlanmaktadid Xaal0 Asp'dir; Xaall Asp'dir; Xaal3 Pro veya Arg olabilmektedir; Xaal5
Arg'dir; Xaal6 Ala veya Gly olabilmektedir; Xaal7 Ala'd) Xaal8 His'dir; Xaal9 Pro'dur;
Xaa2l Trp'dir; Xaa31 Glu'dur; Xaa32 Glu'dur; Xaa34 Ile veya Ser olabilmektedir; Xaa35
Tyr'dir; ve Xaa39 Gly'dir.

Burada aclklanan yontemlerde ve bilesimlerde kullanl3bilen KI polipeptitleri, bir Kunitz alan]
icermektedir. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 taraflidan kapsanan sekanslar@ bir alt kiimesi,
sunlar tarafdan acKlanmaktadlt] (gosteriimemesi durumunda, “Xaa” SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1 i¢in izin verilen amino asitlerin aynkimesine isaret etmektedir):

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Xaal0 Xaall Gly Xaal3 Cys Xaal5 Xaal6 Xaal7 Xaal8
Xaal9 Arg Xaa2l Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly
Gly Cys Xaa39 Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(SEKANS KIMLIK NUMARASI:36).

Burada agklanan KI peptitlerinin spesifik ve belirli ornekleri asagldaki gibidir, burada belirtilen
birinci KI peptiti 6zglindir:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 2'nin amino asitleri 3 ila 60),
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala Asn His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:4).

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:5),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu GIn Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Ala Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:6),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:7),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:8),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Gly Ala His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:9),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Lys Gly Ala His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:10),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:11),
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:12),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:13),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala GIn Pro Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 14),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Ser Cys Arg Ala Ala His Leu Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:15),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Glu Gly Gly Ser Cys Arg Ala Ala His GIn Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:16),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Gly Ala His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:17),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Arg Gly Ala Leu Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 18),

12



10

15

20

25

30

35

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Asn Cys Arg Gly Asn Leu Pro Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:19),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Arg Cys Arg Gly Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:20),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Ala Ile GIn Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:21),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro Arg Trp Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:22).

Sekil 3, bu sekanslar(dl bir amino asit sekans[hizashl 3aglamaktadI(tl

Mevcut bulusta kullan3bilen diger KI polipeptitleri sunlarkapsamaktad(ri

Arg Pro Asp Phe Cys Leu Glu Pro Pro Tyr Thr Gly Pro Cys Lys Ala Arg Ile Ile Arg Tyr Phe
Tyr Asn Ala Lys Ala Gly Leu Cys GIn Thr Phe Val Tyr Gly Gly Cys Arg Ala Lys Arg Asn Asn
Phe Lys Ser Ala Glu Asp Cys Met Arg Thr Cys Gly Gly Ala (SEKANS KIMLIK NUMARASI:23),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:24),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala Asn His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
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Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 25),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:26),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu GIn Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Ala Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:27),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:28),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:29),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:30),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:31),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His GIn Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg
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Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:32),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Gly Ala His Leu Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:33),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala Ile Met Lys Arg Phe Phe
Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg
Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 34).

Bu sekanslar, asadldaki Tablo 1'de 6zetlenmektedir.

TABLC 1: Insan plazma kallikreine bagjlanma icin secilen LACI(K1) degiskenlerinin amino asit sekanslar]

13 16 17 18 19 31 |32 34 39(a)
KKII/3#1 (SEKANS KIMLIK|H A S L P E E I E
NUMARASI: 24)
KKII/3#2 (SEKANS KIMLIK|P A N H L E E 5 G
NUMARASI:25)
KKII/3#3 (SEKANS KIMLIK|H A N H Q E E T G
NUMARASI:26)
KKII/3#4 (SEKANS KIMLIK|H A N H Q E 0 T A
NUMARASI:27)
KKII/3#5 (SEKANS KIMLIK|H A S L P E E I G
NUMARASI:28)
KKII/3#6 (SEKANS KIMLIK|H A N H Q E E ) G
NUMARASI:29)
KKII/3#7 (SEKANS KIMLIK|H A N H Q E E ) G
NUMARASI:30)
KKII/3#8 (SEKANS KIMLIK[H A N H Q E E S G
NUMARASI:31)
KKII/3#9 (SEKANS KIMLIK|H A N H Q E E S G
NUMARASI:32)
KKII/3#10 (SEKANS KIMLIK|H G A H L E E I E
NUMARASI:33)
Konsensus H A N H Q E E S/T G

(a) Renklendiriimis kalbtlarl amino asit

sabitlenmektedir.

numaralarC] LACI(K1}) (LACI kalBtIErCd 50-107 (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:32)) 58 amino asit uzunl@inda olup, P1 pozisyonu, kallltChumarasCJi5%ir ve bu durumda lisin gibi
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Burada agklanan yéntemlerde ve bilesimlerde kullanldbilen polipeptitler, herhangi bir
standart polipeptit sentez protokoliin veya ekipmanCkullanl@rak sentetik sekile meydana
getirilebilmektedir. Ornegin, burada agKlanan bir KI polipeptitinin adi@ ad@m sentezi, bir
baslanglcl (yvani karboksi terminal) amino asidinden bir amino (N) terminal koruyucu grubun
¢kbrlthasCIve buraya, polipeptit sekansdaki sonraki amino asidin  karboksil ucunun
badglanams(] vasfaslyla gergeklestirebilmektedir. Bu amino asit ayrlch uygun gekilde
korunmaktadlt] Sonraki amino asidin karboksil grubu; hdroksibenzotriazol veya pentaflorofenil
esterleri gibi bir “aktif ester” grubu veya bir karbodiimit veya bir simetrik asit anhidridi haline
getirilme gibi bir reaktif grup haline getirilme vasfasida, bagdlanmislamino asidin N-terminusu
ile reaksiyona girmesi i¢in aktif hale getirilebilmektedir. Tercih edilen kat[fazl[peptit sentez
yontemleri, a-amino koruyucu grup olarak tert-bitoksikarbonilden faydalanan BOC ydntemini ve
amino asit kalbtl@rnlnl a-aminosunun korunmasCicin 9-florenilmetiloksikarbonilden faydalanan
FMOC ydntemini kapsamaktadlEl Her iki yontem de teknikte uzman kisiler taraflidan iyi
bilinmektedir (Stewart, J. ve Young, 1., Solid-Phase Peptide Synthesis (W. H. Freeman Co.,
San Francisco 1989); Merrifield, 1., 1963. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154; Bodanszky, M. ve
Bodanszky, A., The Practice of Peptide Synthesis (Springer-Verlag, New York 1984). Arzu
edilmesi halinde, ilave amino- ve/veya karboksi-terminal amino asitleri, amino asit sekans[]

halinde tasarlanabilmektedr ve polipeptit sentezi slfashta ilave edilebilmektedir.

Alternatif olarak, bulusun bilesimlerinde ve ydntemlerinde kullanl@bilen Kunitz alan
polipeptitleri ve KI polipeptitleri, bakteriyel ekspresyon vektdrleri, maya ekspresyon
vektdrleri, bakiloviriiz ekspresyon vektérleri, memeli viral ekspresyon vektdrleri ve benzeri
dahil, ancak bunlarla slflCdlmamak Uzere, ¢ok sayldl hiicre ve ilgili ekspresyon vektériinden
herhangi biri kullanldrak, rekombinant ytntemler vasfasila meydana getirilebilmektedir.
Bulusun bilegsimlerinde yontemlerinde kullan@@bilen Kunitz alan polipeptitleri ve KI
polipeptitleri, burada aglklanan bir Kunitz alanCeya KI polipeptiti icin bir kodlama sekans]
iceren nikleik asit molekilleri kullanldrak transjenik olarak da uretilebilmektedir, burada
nikleik asit molekill, teknikte mevcut olan transjenik yontemler kullanl3rak bir konak
hayvana ait genoma entegre edilebilmektedir veya bundan eksprese edilebilmektedir. Baz[]
durumlarda, bir konak hiicresinde halihazltdla eksprese edilen bir flizyon polipeptitinin meydana
getirilmesi amaclyla, bir Kunitz alanCpolipeptitine yonelik kodlama sekanshinl veya Kunitz
alanbldceren bir KI polipeptitinin, bir ekspresyon vektoriindeki bir baska kodlama sekansh
flizyonlanmasherekli veya avantajlCblabilmektedir. Tercihen, bu tiir bir flizyon polipeptitini
eksprese eden konak hiicre, ayrlch, bulusta kullan@3@bilen, yalnlzta arzu edilen amino asit
sekanslkeren bir Kunitz alanmlnl veya KI polipeptininin elde edilmesi icin fiizyon polipeptitini
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proses etmektedir. ACKl bir sekilde, eksprese edilen Kunitz alanib veya KI polipeptitine
herhangi bir amino asitin tutturulmus olarak kalmasCtHurumunda, bulusun yontemleri veya
bilesimlerinde polipeptit kullanmhnlnl éniine gegilmesi igin, bu ilave amino asitler, Kunitz
alaniinl veya KI polipeptitinin kallikren baglama ve/veya kallikrein inhibitér aktivitesini

azaltmamal dlr)

Burada acklanan yontemlerde ve bilesimlere kullan@@bilen KI polipeptitlerinin Uretilmesine
y6nelik tercih edilen bir rekombinant ekspresyon sistemi bir maya ekspresyon vektéri olup,
bir KI polipeptitinin veya Kunitz alanCpolipeptitinin, Saccharomyces cerevisiagnin meta
prepro lider peptit sekans[kodlayan bir nikleotit sekans[ile aynLbkuma ¢ergevesi icerisinde
badlanmasCikin amino asit sekanshlkodlayan bir niikleik asit sekansiilh miisade etmektedir,
bdylelikle uygulanabilir bir maya baslaticlSInlnl kontrolii altibdad(t]l Elde edilen rekombinant
maya ekspresyon plazmidi, bunun ardiddan, uygun, uyunlu bir maya konad@nl hiicrelerine
standart yontemler vasfasiyla ddnistiriilebilmekte olup, bu hicreler, rekombinant maya
ekspresyon vektoriinden rekombinant proteini eksprese edebilmektedir. Tercihen, bu tiir bir
rekombinant ekspresyon vektorl ile donlstirdlebilen bir konak maya hiicresi, bulusun
yontemlerinde ve bilesimlerinde kullandbilen bir aktif KI polipeptitinin saglanmasiin flizyon
proteinini proses edebilmektedir. Bu tir Kunitz alanlarblligeren rekombinant Kunitz alanC]
polipeptitlerinin ve KI polipeptitlerinin Uretilmesine yénelik tercih edilen bir maya konagldPichia

pastoristir.

Yukarida not edildigi lzere, burada aglklanan yontemlerde ve bilesimlerde kullani@bilen KI
polipeptitleri, burada acKklanan bir Kunitz alanCpolipeptitini icerebilmektedir. Burada a¢klanan
yontemlerde ve bilesimlerde kullanbinl niine gegmek amackya ilave amino asitlerin, kallikrein
baglama afinitesini veya kallikrein inhibisyon akvititesini ciddi oranda azaltmamalarC$artiya,
baz[KI polipeptitleri, amino ve/veya karboksi terminal ucunda, tercihen bir ila altCamino asit
uzunlugunda olan bir ilave yandan destekleme sekansibh sahip olabilmektedir. Bu tiir ilave
amino asitler, belirli bir rekombinant konak hticrede bir KI polipeptitinin ekspresyonu igin
kasten ilave edilebilmektedir veya bir ilave iglevin sadlanmasCamackla, ornegin KI
polipeptitinin baska bir molekiile baglanmaslligin bir peptitin saglanmasUamaclda veya
polipeptitin saflastifimasiJkolaylastidn bir afinite kDD sadlanmasCamaclyla ilave
edilebilmektedir. Tercihen, ilave amino asitler, Kunitz alan disilfiir baglarba midahale
edebilen sisteini kapsamamaktadltl Kunitz alanlarlnl natif ornekleri, disilfir baglar™
sergilemektedir, ornedin BPTI, amino asit kallbk[@r[k ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve 51'deki
sistein kallnkM@rarasida bisilfir bagdlar (dkermektedir.
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Bulusun yontemlerinde ve bilesimlerinde kullanlabilen Kunitz alanOlpolipeptiti, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:2'nin 3 ila 60 kalm[Br@ld amino asit sekansbha sahiptir. Bir maya fiizyon
proteini ekspresyon sistemi iceriisnde eksprese edildijinde veya proses edildijinde (6rnedin
entegrasyon ekspresyon plazmidi pHIL-D2’ye dayanarak), bu tir bir Kunitz alanCpolipeptiti, S.
cerevisiaenin mata prepro lider peptit sekansCile flizyondan bir ilave amino terminal Glu-Ala
dipeptidini tutmaktadlr] Maya konak hiicresinden salgl@nd@inba, codu lider peptiti, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:2'nin amino asir sekanshh (Sekil 2'deki kutulu bélgeye bak@lz) sahip bir
islevsek KI polipeptitinin (ayrich “PEP-1" veya “DX88" olarak adlandimhaktdt) elde edilmesi
icin flzyon proteiniinden proses edilmektedir.

Ozellikle, burada acKlanan ydntemlerde ve bilesimlerde kullan@@bilen, tercih edilen KI
polipeptitleri, aprotininkinden 1000 kat yliksek olan bir sl izerindeki kallikreine yonelik bir
badlama afinitesine sahiptir ki bu, kan kaybhInl azaltlrhasCicin CABG prosediirlerinde kullan(m
bakmibtan onay almtcl Burada acklanan bu tir KI polipeptitlerinin saglRlcl derecede
ylksek olan baglama afiniteleri gdstermektedir ki bu tlr KI polipeptitleri, diger molekiiler
hedeflerin digarida blrdkIthashb yonelik kallikrein igin  yilksek bir spesifite seviyesi
sergilemektedir (baknlz] asadldaki Tablo 1). DolaySila, bulusa gore bu tiir polipeptitlerin
kullan@[J olasCxerapotik hedeflere yénelik spekiilasyonlar@ codunu azaltmaktadl Ornegin
aprotinin tarafloidan sergilenen dlisiik spesifite seviyesi, terapdtik mekanizmas[Cbak(mnidan

muglaklida ve olas[pleiotropik yan etkilere yol agmaktadIrl

Ornegdin  SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 taraf@dan tan@blanan polipeptitler, dedisimsiz
pozisyonlar icermektedir, 6rnedin 5, 14, 30, 51 ve 55 pozisyonlarQyalnzta Cys olabilmektedir.
Ornedin 6, 7, 8, 9, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 41, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53 ve 54 gibi
diger pozisyonlar amino asit olabilmektedir (dogal olmayan sekilde meydana gelen amino
asitler dabhil). Ozellikle tercih edilen bir yapIAndEinada, bir veya daha fazla amino asit, bir
natif sekansmbkine karslIkl gelmektedir (8rnedin LACI (SEKANS KIMLIK NUMARALARI: 32 ila
34)). Tercih edilen bir yaplandlrinada, en az bir degisken pozisyon natif sekanskinden
farklldlr] Tercih edilen bir baska yaplandlrinada, amino asitlerin her biri korumall¥eya korumalll
olmayan bir amino asit ikamesi tarafiftlan bireysel olarak veya topluca ikame edilebilmektedir.
KorumalChmino asit ikameleri, bir amino asiti, benzer kimyasal yapla sahip bir baska amino
asit ile degistirebilmektedir ve protein iglevi Uizerinde herhangi bir etkiye sahip
olmayabilmektedir. KorumalCblmayan amino asit ikameleri, bir amino asiti, benzer olmayan

kimyasal yaplyh sahip bir baska amino asit ile degistirmektedir. Korunmus amino asit

18



10

15

20

25

30

35

ikamelerinin Ornekleri, drnedin Asn->Asp, Arg->Lys ve Ser->Thr'yi icermektedir. Tercih
edilen bir yapl@andtdmda, bu amino asitlerden 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 ve/veya 21, herhangi bir kombinasyonda, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'nin ilgili pozisyonuna karslkl gelmesi icin bajisl olarak veya toplu sekilde

segilebilmektedir.

Dider pozisyonlar, érnegin 10, 11,13, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40, 43
ve 45 pozisyonlar[Jdsecilmis amino asit kiimesinden herhangi biri olabilmektedir. DolayBkia,
SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, bir dizi olasC3ekansanMlamaktad(E Bu kiimenin her bir {iyesi,
ornegin 5, 14, 30, 51 ve 55 pozisyonlarmdaki bir sisteini ve 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 221,
22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40,43 ve 45 pozisyonlartaki belirli bir amino asit kiimesinden
herhangi birini icermektedir. Tercih edilen bir yapl@ndlmnada, bu amino asitlerin 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18 ve/veya 19y, herhangi bir kombinasyonda, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:2'nin ilgili pozistonuna karslKl gelmesi icin bireysel oalrak veya toplu sekilde
secilebilmektedir. Peptit tercihen, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2 ile en az %80, en az %85, en

az %90 veya en az %95 dzdeslige sahiptir.

Yontemler ve Bilesimier

Mevcut bulus, organlaril veya dokularinl muhafaza edilmesine yonelik yontemler ile ilgili clup,
organ veya dokunun, istemlerde acKkland@dizere bir koruyucu ¢ozelti ile temas ettirilmesini
icermektedir. Bulus ayrich, konaghdan ¢lkbrlhisl olan bir organ veya dokunun reperfiizyon
hasarnlnl veya zedelenmesinin azaltIhas[inhibe edilmesi veya dnlenmesi ile ilgili olup, organ
veya dokunun sdz konusu kallikrein inhibitdri ile temas ettirilmesini icermektedir. Bulusun
koruyucu cozeltileri, soz konusu organlar ve dokular ¢ozelti ile temas ettirildiginde organ
dokusunun veya organlarlnl tamaminlnl muhafaza edilmesi ve/veya korunmas[]igin
kullanldbilmektedir. Bulusun spesifik bir yapl@ndinasClbir insan kalbinin veya bir insan
miyokardiyal dokusunun muhafaza edilmesine y&neliktir. Bulusun bir baska yaplandrinas(Ibir
insan akcigerinin veya bir insan akciger dokusunun muhafaza edilmesine yoneliktir. Bulusa
gbre muhafaza edilebilen diger organlar veya bunlarnl boliimleri bobrek, karaciger, endotelyal
doku, intestinal doku, vaskiiller doku (6rnegin bir anort grefti), deri ve pankreas(]
kapsamaktad(tl Bulus, memeli dokulari, organlarblnl veya bunlar@ bélimlerinin muhafaza
edilmesine yonelik cozeltilerden faydalanmaktadEl Ilaveten, c¢ozeltiler, ®rnedin nakil
prosediirli slkasbida organ veya dokunun perfiizyonu vasfasida organlarla naklinin
kolaylastrImasCicin kullanl@bilmektedir. Cdzelti ayrlch kardiyak cerrahide bir kardiyopleji
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gOzeltisi clarak da kullanldbilmektedir. Tercihen, organ veya bunun bir bdlimi, &zellikle nakil

prosedirinden once her zaman uygun bir ¢ozelti icerisinde tutulmaktadI(rl

Bulusun cézeltileri, saklama, nakil veya diger ameliyatlar slrasibda organininl yasayabilirlidinin
kerunmasCigin kullanlabilmektedir. Bulug, deku veya organlarl saklanmashb ydnelik bir
yontem igermekte olup, stz konusu doku, organ veya bunun bir balumunadn, in7 vivo vefveya
in vitro yasayabilirligin uzatldcag$ekilde bulusun ¢ozeltisi ile temas ettirilmesini igermektedir.
Cozeltiler, kalp veya akcider dokusunun vasayabilirliginin 24 saat veya daha fazlasloa kadar
stirdliriilmesine imkan tanbhaktad] Bulusun g¢ozeltilerinin kullanmCbrgan yasayabilirliginin
gelistirilmesi ile sonuglanmaktad cl

Alternatif olarak veya ilaveten, dondrden cKkbrld(dinda organ veya yasayan doku, inhibitérii
iceren bir muhafaza cézeltisi icerisine koyulabilmektedir. Ilaveten, kallikrein inhibitdri ayrich
tercihen, nakilden hemen 6nce veya bununla birlikte organ allckihh uygulanmaktadlel Her
durumda, inhibitor ayrich, dokuya enjeksiyon vasfaslla oldudu gibi risk altibtaki dokuya
dogrudan uygulanabilmektedir veya burada acklanan ve/veya teknikte bilinen herhangi bir
yontem veya formilasyon kullanl@rak, oral veya parenteral uygulama vasfasida sistemik

olarak saglanabilmektedir.

Bir vyapl@ndlinada, piyasada mevcut herhangi bir muhafaza c¢ozeltisinden
faydalandbilmektedir. Bu tir ¢bzeltilerin &rnekleri, 4,798,824, 4,873,230, 4,879,283
numaral[l).S. Patent Dokiimanlarinda ac¢klanan, VIASPAN ticari markasLaltinda satll@n Belzer
UW c¢bzeltisini kapsamaktadir)

Yukarda bahsedilen patentlerde acKklanan muhafaza ¢dzeltisi ve d(sInl sizintlsd bilesimi,

bunlarla shlrlCélmamak {izere asagldbkileri kapsamaktadri

TABLO 2
Madde 1 Litredeki miktar
K* - laktobiyonat 100 mmol
KH; PO, 25 mmol
MgS0O, 5 mmol
Rafinoz 30 mmeol
Adenozin 5 mmol
Glutatyon 3 mmel
Insiilin 100U

20




10

15

Baktrim 0.5mL

Deksametazon 8 mg

Allupurinol 1mM

Yaklagkl 200,000 ila yaklask 300,000 daltonluk bir moleliiler agdigh ve yaklaskl0.4 ila 0.7k bir {50 g
ikame derecesine sahip hidroksietil nisasta

CoOzelti, oda slchkl[dinda NaOH ile pH 7.4'yve getiriimektedir. Nihai konsantrasyonlar
Na=30.+£.5 mM, K* = 120 £ 5 mM, mOsm/litre=320 + 5tir. Baktrim = trimetoprim (16
mg/mL) ve silfametoksazol (80 mg/mL). Hidroksietil nisasta, yaklaskl %3 ila yaklaskl 8

aralldinda mevcut olabilmektedir.

Bu cozelti tipik olarak, pankreasil 72 saat muhafaza eidlmesini, bobregdin 48 saat muhafaza
edilmesini ve karacigerin en az 24 saat muhafaza edilmesini saglamaktadid 5,145,771
numaralCl.S. Patent DokimanlJayrich mevcut bulusta da kullanl@bilen, “Carolina Gozeltisi”
olarak bilinen organ muhafaza yontemini agklamaktadlt] Yukarida bahsi gegen patentte
acglklanan durulama veya muhafaza gozelti bilesimi, bunlarla sldlCbimamak Uzere, asagdaki

Tablo 3'te ortaya koyulan konsantrasyon aralklarinaki bilegenleri icermektedir.

TABLO 3
1 Litredeki Konsantrasyon Arallkar(
%10 modifiye hidroksietil nisasta 30 g/L ila 100 g/L
Nacl 85 mM ila 145 mM
KCl 3mM ila 6 mM
CaCl, 1.0 mM ila 1.6 mM
KH,PO, 0.7 mM ila 1.3 mM
MgSQ, 0.9 mM ila 1.5 mM
Allopurinel 0.05mM Jila 5.0 mM
Desferrioksamin 0.02mM il 2.0 mM
Glutatyon 0.5 mM ila 10.0 mM
Nikardipen 0.1 muM |ila 5.0 mu.M
Adenozin 0.1 mM ila 5.0 mM
Fruktoz 1.0 mM ila 50.0 mM
Glukoz 1.0 mM ila 50.0 mM
Insilin 5U/L ila  |250 U/L
Moplar 2 mM 40 mM

Spesifik bir yapl@ndliina, agaglda ortaya koyulan talimatlara gére asagldaki Tablo 4te ortaya
koyulan miktarlardaki bilesenler ile hazldanamktadl(cl
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TABLO 4: 1 Litre Durulama Cozeltisinin Bilesenleri

500 mL Dam it 5] Deiyonize Edilmis Su

50 g/L %10 modifiye hidroksietil nisasta

115 mM NaCl 6.79
5mM K 03749
1.30 mM CaCl, 0.199

1 mM KH, PO, 0.14 g
1.2 mM MgSO, 0.15¢g

1 mM Allopurinol 0.14 ¢

1 mM Desferrioksamin 0659
3mM Glutatyon 092¢g
2 .muM Nikardipen 0.80 mg
1mM Adenozin 032¢g
10 mM Fruktoz 1.8g

10 mM Glukoz 1.8g
100 U/L Insdlin 100 birim
20 mM Moplar 429

Bir yapl@ndlonda bu cézelti su sekidle hazllanabilmektedir: 500 mL'lik bir volimetrik cam
kap kullanl@rak, %10 (agkyhacim) hidroksietil nisastan@ 500 mL’sini dlgiin ve 1 Llik bir
beher igerisine dékun. Cift damEImsl suyun 400 mL'sini ilave edin ve bir manyetik karStimna
cubudu kullanarak kuvvetlice karGtERl Bilesenlerin geri kalan@tek tek ilave edin. TUm
bilesenler ilave edildikten sonta, 1-2 mL 5N NaOH ile pH'[6.5’e ayarlaylol Cozelti en az otuz
dakika boyunca kar[grIraldr] Cozeltiyi 1 Llik bir volimetrik cam kap igerisine aktaril ve 1

LTik nihai hacme getirin. Cézlinmemis partikdlleri gidermek igin filtreleyin.

Bir baska yapl@ndlrina ise asadldaki Tablo 5'te drneklendirilmektedir.

TABLO 5: 1 Litredeki Konsantrasyon Aralldar ]

NaCl 85 mM ila 145 mM
KCl 3 mM ila 6 mM

CaCl, 1.0 mM ila 1.6 mM
KH,PO. 0.7mM |ila 1.3 mM
MgSO; 09mM [ila 1.5 mM
Adenozin 0.12mM ila 1.2 mM
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6'da one surlilmektedir:

TABLO 6: 1 Litre Durulama Cozeltisinin Bilesenleri

500 mL |Damfdt §lDeiyonize Edilmis Su
115mM  [Nacl 6.749
5mM KCl 0379
1.30mM |CaCl, 0.19¢g
1mM KH,PO, 0.14¢
1.2 mM MgS0,4 0.15¢
1mM Allopurinol 0.14 g
1mM Desferrioksamin 0659
3 mM Glutatyon 0929
12 mM  [Adenozin 0.038¢g

Tercih edilen bilesimler ayrlch, bir veya daha fazla farmasotik olarak kabul edilebilir
tamponlar, tsalylclidr, antioksidanlar, proteaz inhibitdrleri veya diger anti-iskemi ajanlar]

icerebilmektedir.

Bulusun yéntemlerinde ve bilesimlerinde kullan@@bilen bilesimler, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'nin 3 ila 60 amino asitinin bir 58-amino asit sekansibl sahso bir Kunitz alanC]
polipeptiti iceren KI polipeptitlerini icermektdir. Bulusun ydntemlerinde ve bilesimlerinde
kullan@@bilen, &zellikle tercih edilen bir KI polipeptitinin bir &rnedi, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'nin 60-amino asit sekansBa sahip PEP-1 KI polipeptitidir. SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2’nin amino asit sekansBkodlayan bir niikleotit sekans[] SEKANS KIMLIK
NUMARASI:3te saglanmaktadlr] (baknlz] Sekil 2'deki niikleotitler 309-488). Bilinen genetik
koda dayanarak, bulusun ayrich, niikleotit sekans[laraflndan kodlanan her bir amino asit igin
bilinen dejenere kodonlarE bir veya daha fazlas[@R ikame edilmesi vasEsida SEKANS KIMLIK
NUMARASI:3'lin nikleotit sekansilnl dejenere formlarhl_kagladGlanlaslhaktadlrl SEKANS
KIMLIK NUMARASI:3'lin niikleotitleri 7-180 veya bunun dejenere formlar[JSEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'nin 3-60 amino asitlerinin 58-amino asit sekanslnb sahip, dodal olmayan sekilde
meydana gelen Kunitz alanCpolipeptitini kodlamaktadtl

Kipolipeptitlerine Yonelik Konsantrasyon Hususlarl(J

Bulusun ydntemlerinde bir KI polipeptiti ile dozlama ile ilgili birkag husus, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2’'nin amino asit sekansB sahip bulusun temsili PEP-1 KI polipeptiti ile drnek
olarak gosterilebilmektedir {(molekiiler agldlkl 7,054 Dalton).

23



10

15

20

Asagdbki Tablo 7, kallikreine yonelik PEP-1 KI polipeptitinin afinitesi (K spp) ve bilinen on bir
diger plazma proteazmlnl bir karslastimashl3unmaktadi(cl]

TABLO 7
Proteaz Substrat(] PEP-1 I zpp (PM) Aprotinin Kz (PM)
insan plazma kallikreini 44 3.0x10*
insan idrar kallikreini >1x 10° 4.0x 103
domuz pankreatik kallikrein 2.7 x 107 550
insan C1r, aktif >2.0 x 108 1.0 x 107
insan C1s, aktif >2.0x 10’ >1.0x 10°
insan plazma faktér( Xla 1.0 x 10* ND
insan plazma faktori XIIa >2.0 x 107 >1.0 x 108
insan plazmini 1.4 x 10° 894
insan pankreatik tripsin >2 x 107 ND
insan pankreatik kimotripsin >2.0x 107 7.3x 10°
insan nétrofil elastaz(] >2.0 x 10’ 1.7 x 10°
insan plazma trombini >2.0 x 107 >1.0 x 10°
ND = belirlenmemis

AgKl sekilde, PEP-1 KI polipeptiti, insan plazma kallikreini icin fazlaca spesifiktir. Dahas[]
kallikreine yonelik PEP-1 afinitesi (Kiapp), kallikrein yaklagkl44 pM oldugundan dolayPEP-1'in
kallikrein: Kiqpp'Sine yBnelik aprotinin afinitesinden 1000 kat daha ylksek iken, kallikreine
yonelik aprotininin Kiapp'si 30,000 pM'dir. DolaySiyla, PEP-1'in bir dozu, mol baslia, aprotinin
iin kullan@@ndan yaklaskl olarak 1000 kat daha diisiik clabilmektedir. Ancak, diger birkag
faktére yonelik husular, pratikte gereken PEP-1‘in dozunun daha dogru bir sekilde tahmin
edilmesini saglamaktadlr] Bu tir faktorler, belirli bir hastadan organil ¢lkbrlthaz[Tizerinde
aktif hale gelen kallikrein miktarbl kapsamaktadlc]l ve teknikte uzman bir kisi taraflodan
anlasl3cakt(r]

Bulug ayrich asagldiki slnirlandlrTdlmayan ¢rneklere referansla acklanacaktir]

ORNEKLENDIRME

Ornek 1: Bir temsili KI, polipeptit.

Bulusun bilesimlerinde ve yodntemlerinde kullan@bilrn bir KI polipeptiti (PEP-1), bir faj
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gorintlileme kutliphanesinden bir rekombinant faj lzerinde gérintllenen bir kallkrein
baglama polipeptiti olarak tanimlanmstc] PEP-1, su amino asit sekansbh sahiptir: Glu Ala Met
His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn
Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser
Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEKANS KIMLIK NUMARASI:2). PEP-1in
molekiller agmigr7,054 Daltondur.

PEP-1 amino asit sekansA{SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'nin 3-60 amino asitleri) kodlayan
rekombinant faj DNAnA nilkleotit sekans[{SEKANS KIMLIK NUMARASI:3), rekombinant faj
DNA'dan belirlenen standart yontemler vasfaslya izole edilmistir ve sekanslanmistic]l PEP-1,
Pichia pastoris maya susunun AHis4  fenotip konak hicrelerindeki bir rekombinant protein

olarak ilave karakterizasyonu icin kullanI3bilen miktarlarda Gretilmistir.

Ornek 2: KI polipeptitlerinin eksprese edilmesi icin bir rekombinant plazmitin meydana

getirilmesi.

Baslang(ctaki plazmid, pHIL-D2, ampisilin rezistantdIFlve P. pastoristen His4(n bir yaban tipi
alelini icermektedir. Rekombinant ekspresyon plazmidi pPIC-K503 icerisinde mata Prepro-PEP-
1 flizyon proteini icin kedlama sekansliceren nihai DNA sekans[Bekil 2'de gdsteriimektedir.
PHIL-D2'nin DNA sekans[Jasagdiki gibi, pPIC-K503’lin Uretilmesi icin modifiye edilmistir:

1. His4 geninin aklsl asag(sinda konumlandrll3n, pHIL-D2'nin 3" AOX1 bdlgesindeki BsfBl
alanCksini restriksiyon sindirimi, doldurma ve ligasyon vasaslyka giderilmistir, bdylelikle
TTCGAA (SEKANS KIMLIK NUMARASI:23) ila TTCGCGAA (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24)
aras(Jsekans degistiriimistir. Bu modifikasyon, ekspresyon kasetinin plazmit halinde
klonlanmaslnl kolaylastrithas[We yénlendirilmesi igin gergeklestirilmistir.

2. His4in aklsl asaglsinda konumlandlan b/3 genini taglyin Aadl alan(] restriksiyon
sindirimi, doldurma ve ligasyon vaslasila giderilmistir, boylelikle GACGTC (SEKANS
KIMLIK NUMARASI:25) ila GACGTACGTC (SEKANS KIMLIK NUMARASI:26) arasCbekans
modifiye edilmistir. Bu modifikasyon, AgAl alanlarlhb sahip ekspresyon kasetlerinin
plazmidler halinde klonlanmasnlnl kolaylastrIhaslikin ger¢eklestiriimistir. PEP-1'i kodlayan
DNA, orijinal kallikrein-baglamasgorintileme fajlnb ait niikleotit sekansa dayanarak
sentezlenmistir ve 450 baz ciftinden (bp) olusmustur. PHIL-D2 plazmidi igerisindeki
eklentisinin nihai DNA sekans[d1bir 5" AOX1 sekansClve bir 3’ AOX1 sekans[taraflodan
yandan desteklenmektedir (bunun kisimlarC1Sekil 2'de gdsteriimektedir) ve PEP-1 KI
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polipeptiti icin yaplsal kodlama sekanslnk flizyonlanan 5. cerevisiaenin mata prepro sinyal
peptitini iceren bir fuzyon proteinini kodlamaktadlcl Sinyal peptidi, maya konak
hiicrelerinden PEP-1in salgll@nmashinl kolaylastiIhasOicn ilave edilmistir. Eklentinin
olusturulmasinbh yonelik oligonlkleotitler sentezlenmistir ve ticari olarak elde edilmigtir
(Genesis Labs, The Woodlands, TX) ve eklenti, polimeraz zinciri reaksiyonu (PCR)
vasfasiyla meydana getirilmistir. Mat prepro/PEP-1 flizyon proteinini kodlayan baglanmis]
sentetik DNA, bunun ardldan, BsBI ve FcoRI alanlarClarasibdaki modifiye pHIL-D2

plazmidinin icerisinde ligasyon vasaska dahil edilmigtir.

Ligasyon Uriinleri, Escherichia coff susu XL1 Mavi'nin donlstirilmesi icin kullanlm(stlc] Bir PCR
tahlili, arzu edilen plazmid yaplarLiin £ coff transformantiarlfl taranmasligin kullanIth St
Hiicre Oziitlerinden DNA, 5" AOX1 ve 3’ AOX1 sekanslarldlCiceren primerler kullanl3rak PCR
vaslasiyla yukseltilmistir (yukarCive Sekil 2'ye bakinlz). Dodru baz ciftleri saySnl PCR
iriinleri sekanslanmigtiel ilaveten, klonlama alanlar@Inl her iki tarafidaki yaklagkl olarak 20 ila
50 bp sekanslanmigtlc] ve tabmini sekans elde edilmistir.,  PHIL-D2 plazmidi icerisindeki
eklentinin nihai DNA sekans[{plazmid pPIC-K503 elde etmek icin), PEP-1 KI polipeptiti icin
yaplsal kodlama sekansh flizyonlanan 5. cerevisiagnin meta prepro sinyal peptitini igeren
flizyon proteininin ilgili amino asit sekansC¥e yandan destekleyen 5’ ve 3" AOX1 sekanslaralnl
ksmlarCile birlikte Sekil 2'de godsterilmektedir. Arzu edilen ekspresyon plazmid yaplinh,
plazmid pPIC-K503, sahip bir transformant, PEP-1'in rutin lretimi icin maya hiicre hatlarninl

hazldanmas[amaclla secilmistir.

Ornek 3: Rekombinant maya hiicre hattmdan PEP-1'in imal edilmesi

His4 fenotipine sahip P~. pastoris GS115in sferoplastlar[] Sad alanlbda plazmidin
lineerlestiriimesinden ve plazmid DNA'nlnlnl konak 5 AOX1 vyerine homolog
rekombinasyonundan sorna ekspresyon plazmidi pPIC-K503 (yukarldh) ile dénustarilmustar.
Uretim susunun fenotipi His4™tiir. Plazmitin tamam[dmayan@ 5 AOX1 genomik sekans@ml

iceisine eklenmistir.

Dénlistiirmeye ait izolatlar, tek karbon kayangUolarak metanol ile dial histidinin
yoklugundaki blylme igin taranmistid Transformantlarl %95‘inden fazlas(d tek karbon
kaynag[blarak metanol ile bilyiimenin yaban tipi yetisini korumustur, boylelikle plazmidin,
trans yer degisiminden ziyade homolog rekombinasyon vasfasia konak genomune

eklendigini gostermistir. Bu transformantlar, biiyiime icin disal histidin gerektirmemistir,
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boylelikle plazmidin, konak genomuna entegre oldudunu goéstermistir. Segilmis koloniler
klonlanmlgtic] Kiglk kalttr ekspresyonu callsmalar[Jkiltir ortamCigerisinde aktif PEP-1'in en
ylksek seviyelerini salgl@yan kolanlarinl belirlenmesi igin gergeklestirilmistir. Artlon(s] kaltar
stiipernatant c¢ozeltilerindeki PEP-1 salglldma seviyeleri, sodyum dodesil siilfat poliaktilamit gel
elektroforezi (SDS-PAGE) vasfashda PEP-1 seviyeleri igin nicellegtirilmistir ve kallikrein
inhibisyonu igin degerlendirilmistir. Numunesi allbbn kiiltiirler arasinda PEP-1 ekspresyonunun

en yUksek seviyesine dayanarak PEP-1 Gretimi icin bir maya klonu segilmistir.

PEP-1'i Ureten P. pastorisin master ve ¢alGhn hiicre bankalarCticari oalrak hazanm St
{(MDS Pharma Services, Bothell, Washington). Maya igerisinde PEP-1in standart bir Gretimi,
asadidaki ic admikermistir: (1) tohumlama kiiltirinin preparasyonu, (2) fermentasyon ve (3)

kiiltlrin geri kazan(m[]

Tohumlama kiiltird adm[IPEP-1 lreten P. pastorisin bir ¢allshn hiicre bankashlnl tek bir
viyalindeki icerik maddeleri ile, setil aglinaddesi sIsL{maya nitrojen baz[Jpotasyum fosfat ve
gliserol, pH = 5) iceren altCktam kabll (her biri 300 mL) asldnmashbidan olusmustur. Cam
kaplar, 30°C * 2°C'de yaklasld olarak 13 saat boyunca bir orbital calkalayc X300 rpm)
ierisine aglanmistlc]

Fermentasyonlar, steril sildle doldurulmus bir kapal(100 litrelik Braun fermentdrii icerisinde
gerceklestirilmistir. Her bir fermentasyon, altCltohum kiltiiri kablolnl igerik maddelerinin
ferment6riin igerisine aktarlimhaslyla baslatlimistlr] Yaklagkl olarak 24 saat sonra, fermentér
icerisindeki gliserol tlikenmigtir ve ilave giliserol yaklaskl olarak 8 ilave saat boyunca ilave

edilmistir.

Yaklaslkl olarak 83 saat slirmiis olan bir karlslkl besleme faz[, Ibunun ardindalnl, bir gliserol ve
emtanol beslemesinin ilave edilmesiyle baglatlthistt] Bunun sonucunda fermentasyon
sonland I trive fermentdr icerikleri saflastitlth(slsu ile seyreltilmistir. PEP-1'in saflastifhas]
ve proses edilmesi su bes adlmdan olusmustur: (1) genisletilmis yatak kromatografisi, (2)
katyon degisim kromatografisi, {3) hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC), (4) ultrafiltrasyon

ve diafiltrasyon ve {5) nihai filtrasyon ve paketleme.

Bslanglctaki saflastiima adm Cgenisletilmis yatak kromatografisinden olusmustur. Seyreltilmis
fermentér kultarl, Streamline SP reginesi ile paketlenmis dengeli kolona uygulanmisti]

(Amersham Pharmacia Streamline 200 kromatografi kolonu, Amersham Pharmacia,
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Piscataway, New Jersey). Arddan kolon, genigletiimis vyataktan maya hiicrelerinin
durulanmasCin bir yukar[@kE modunda yEKanm&E(50 mM asetik asit pH = 3.0 - 3.5). Ust
adaptor, genisletilmis yatak Uzerine ylkseltilerek, ylkima artlcithstle] Aklsldurdurulmustur ve
yatagnl sabitlenmesine izin verilmistir. Adaptdr sabitlenmis yataglnl biraz (zerinde olmas[icin
asag[tashimistr] AKEM yonl dedistirilmistir. Atk madde toplanmist) PH 4.0 OLAN 50 mM
sodyum asetat kullanldrak asagCdodru olan bir modda sirdirilmistiir. Atk madde
toplanmistlel PEP-1, pH 6.0’'daki 50 mM sodyum asetatt kullanl@rak kolondan ayr [t sticl
Eluat, 50 litrelik bir kap igerisine toplanm(stEtl Ardiodan, 0.22 m'lik bir filtreden gegirilerek,
saflastFina alan@da konumlandEIan temiz bir kaba filtrelenmistir. Ilave numuneler, PEP-1
konsantrasyonunun belirlenmesi igin toplanmistlcl Ardndan, genisletiimis yatak kolonundan
filtrelenmis eluat kullan@@rak bir katyon dedisim kromatografisi admCgerceklestirilmistir. PEP-1,
pH 6.2°deki 15 mM trisodyum sitrat kullan@@rak kolondan ayrstlh(st(c]

llave proteinler, hidrofobik etkilesim  kromatografisi (HIC) vasEasila PEP-1
preparasyonundan giderilmistir. HIC'den once, katyon dedisim kolonundan eluat amonyum
sulfat ile seyreltilmistir. Eluat kolona uygulanmistirlve PEP-1, potasyum fosfat (100 mM), pH
7.0 icerisinde amonyum siilfat {(0.572 M) kullanlfak ayrStFlimStE] Eluat, A280 dederlerine
dayanarak fraksiyonlarl icerisinde toplanmistir] Tim fraksiyonlar, steril, énceden tartIthSIPETG
siselerinin icerisinde toplanmstic)

Segilmis fraksiyonlar, temiz bir kap igerisinde havuzlanmstlr] Havuz ultrafiltrasyon vasfasfyla
konsantre edilmistir. Konsantre eidlmis PEP-1 preparasyonu, pH 7.0 olan on hacim

degerindeki PBS'ye karg[hemen diafiltrelenmistir.

Nihai bir filtrsayon adm[IPEP-1 y@@nlhdaki biyo-yiikiin minimize edilmesi igin paketlenmeden
once gergeklestirilmistir. YgInl gbzeltisi, 0.22 m dederindeki bir filtreden gegirilmistir ve steril,
onceden tart@hs bir PETF sigesinin igerisine toplanmStit] Lot sallmh testi igin bir numune
¢kbrth(st YGInnl geriye kalan[steril PETG siselerinin igerisinde aseptik olarak dagfhstrive
-20°C'de saklanmIstIcl

Ornek 4: Kallikrein Inhibisyon Tahlili.

PEP-1 gibi KI polipeptitlerinin inhibitdr aktivitesinin dlgllmesi igin bir kinetik testi
kullanhistle]l Bir substratl, prolilfenilalanilarjinil amino metil kumarin, Kkallikrein aracll]

bélinmesinin ardibdan kinetik tahlik floresanCBlgmektedir. Kallikreinin bilinen bir miktar[Ibir
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mikrotitreli plaka Uzerinde uygun bir reaksiyon tamponu icerisinde, seri halde seyreltismis KI
polipeptit referans standard¥eya seri halde seyreltilmis KI polipeptit test numuneleri ile inkibe
edilmistir. Her bir numune (g kopya halinde surtdirilmistiir. Substray ¢ozeltisi ilave edilmistir
ve plaka, 360 nm’lik bir eksitasyon dalga boyu ve 460 nm’lik bir emisyond alga boyu
kullanl@rak hemen okunmustur. Referna standard[¥e numune egrilerinden en az ikisi, gegerli
saylldn 0.95'lik bir R-kare dederine sahip olunmaslikin gerekli olmustur.

Ornek 5: Organ Muhafazasd

Konfluans HUVEC PBS igerisinde ykhnmistitlve serumsuz bir ortam (SFM) icerisinde 24 ila 48
saat boyunca 4 derecede inkiibe edilmistir. Sogukta saklanmalarmlnl ardindan, hicreler PBS ile
birka¢ kez ykbnmttlve kallikrein (0.125 U) ve spesifik kallikrein substrat[$2302 bu hiicrelere
ilave edilmistir. Optik yogunluktaki degisimler kaydedilmistir. Sogukta depolamaninl ardidan
hiicreye bagdlCPEP-1'in KIKl mikroskobu dederlendirmesi icn HUVEC, PEP-1, sabitlenmis ve
tavsan anti-PEP-1 ile isleme allnimglformalin ve peroksidaz konjuge anti-tavsan IgG ile isleme
albmEtel HUVECin kallikrein Gretme vyetisi, hilicre vyiizeyi (zerinde ve 37°C'de tutulan
stipernatantlar icerisinde degerlendirilmistir.  Kallikrein  aktivitesi, 37°C'de tutulan
sipernatantlaril icerisinde 380 = 19 A.U. isi; aynChicrelerin ylzeyinde higbir aktivite
lclilememistir. Buradaki bir 5IKl mikroskopisi dederlendirmesi, 24 saat boyunca sodukta
islenen HUVEC'in ylizeyine PEP-1'in baglanmashti[JBaglanma maksimumu PEP-1 {5 mg/ml)
varliginda hiicreleirn inkiibe edilmesiyle elde edilmistir. Hiicreye bagI[CPEP-1, dissal kallikreini
inhibe etme yetisini korumustur. Bu sonuclar, PEP-1'in endotelyal hiicrelere badlanarak,
kallikrein inhibitér aktivitesini korudugunu gostermektedir. Dolay(Slyla, vaskiler vyiizey

Uzerindeki kinin araclhasarl belirlenmesi ve modilile edilmesi icin kullanl@bilmektedir.

Bu bulus, bulusun tercih edilen yapl@ndlmnalarinh referansla gdsterilmesine ve aglklanmasinh
ragmen, ekli istemler tarafibidan kapsanan bulusun kapsamidan ayrlfhaksznl bicim ve
ayrlEra yonelik cesitli dedisikliklerin yapI3bilecedi teknikte uzman kisiler tarafdan
anlasl3caktlrl

Bu bulusun diger yonleri asaglda agKklanmaktadll ve yaplandionalar E1 ila E91 olarak
adlandlcIthaktadt} burada mevcut bulusun istemler tarafiddan tanmland@Cgéz Gniinde
bulundurulmal dIt]

El. Bir organ veya dokunun muhafaza edilmesine yonelik bir yéntem olup, oran veya
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E2.

E3.

E4.

ES.

E6.

dokunun, kallikrein inhibitdrindn etkili bir miktarCle temas ettirilmesini icermektedir.

El'e gore ydntem olup, burada polipeptit, bir Kunitz alanermektedir.

E2've gore yontem olup, burada kallikrein inhibitérii, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2
iceren bir polipeptittir.

E2'ye gore yéntem olup, burada kallikrein inhibitérii, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'nin

3 ila 60 amino asitlerini iceren bir polipeptittir.

El'e gore yontem olup, burada organ veya doku kalp, akciger, bobrek, pankreas,

karaciger, baglsak, endotelyal doku, vaskiiler doku veya deridir.

Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaab Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys Xaal5
Xaalé Xaal7 Xaal8 Xaal9 Xaa20 Xaa2l Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa2b Xaa27
Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31l Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaadl
Xaad42 Xaad43 Xaad4 Xaad5 Xaad6 Xaad7 Xaad8 Xaa49 Xaab0 Cys Xaab2 Xaab3 Xaab4
Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1), burada

Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaad, Xaa56, Xaa57 veya Xaa58'den her biri bireysel olarak bir
amino asittir veya mevcut degildir;

Xaab, Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaaz0, Xaa24, Xaa2b, Xaal2b, Xaaz7, Xaa28, Xaa29, Xaa4dl,
Xaad2, Xaad4, Xaa46, Xaad7, Xaa48, Xaad9, Xaa50, Xaa52, Xaa53 ve Xaa54 herhangi
bir amimo asit olabilmektedir;

XaalO ise sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asp ve Glu;

Xaall sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile,
Ala ve Thr;

Xaal3 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr,
Ala, Gly, Lys ve GIn;

Xaal5 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met,
Asn ve Gin;

Xaalb sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Gly, Ser, Asp ve Asn;
Xaal7 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val,
GIn ve Thr;

Xaal8 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: His, Leu, Gln ve Ala;

Xaal9 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Pro, GIn, Leu, Asn ve Ile;
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E7.

ES.

ES.

E10.

E11.

E12.

E13.

E14.

E15.

Xaa21 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Trp, Phe, Tyr, His ve Ile;
Xaa22 sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaaz23 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaa31l sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala,
Val, Leu, Ile ve Thr;

Xaa32 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr,
Leu, Ser, Ala, Gly ve Val;

Xaa34 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn,
Gly ve Leu;

Xaa35 sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr, Trp ve Phe;

Xaa39 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Gly, Ala, Ser ve Asp;
Xaa40 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Gly ve Ala;

Xaa43 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asn ve Gly;

Xaa45 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Phe ve Tyr; ve

burada s6z konusu poliopeptit, kallikreini inhibe etmektedir.

E6'ya godre ydontem olup, burada Xaa6 Ala’d(H]

E6'ya gére yontem olup, burada Xaa7 Phe'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa8 Lys'dir.

E6'ya gbre yontem olup, burada Xaa9 Ala'dlr]

E6'ya gore yontem olup, burada Xaal0 Asp’dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaall Asp'dir.

E6'va gdre yontem olup, burada Xaal3 Pro’dur, Xaal5 Arg'dir, Xaal6 Ala’dl] Xaal7
Ala’dlr] Xaal8 Hs'tir ve Xaal9 ise Pro'dur.

E6’ya gdre yontem olup, burada Xaa20 Arg'dir.

E6'ya gdre yontem olup, burada Xaa24 Asn'dir.
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El6.

E17.

E18.

E19.

E20.

E21.

E22.

E23.

E24.

E25.

E26.

E27.

E28.

E29.

E30.

E31.

E32.

E33.

E6'ya gdre yontem olup, burada Xaa25 lie'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa26 Phe'dir.

E6'ya gdre yontem olup, burada Xaa27 Thr'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa28 Arg'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa29 GIn'dir.

E6'yva gdre yontem olup, burada Xaa31 Glu'dur.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa32 Glu'dur.

E6'ya gdre yontem olup, burada Xaa34 le'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa35 Tyr'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa39 Glu'dur.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa41 Asn’dir.

E6'ya gbre yontem olup, burada Xaa42 Arg'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa44 Arg'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa46 Glu'dur.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa47 Ser'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa48 Leu'dur.

E6'va gore yontem olup, burada Xaa49 Glu'dur.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa50 Glu‘dur.
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E34.

E35.

E36.

E37.

E38.

E39.

E40.

E41.

E42.

E6'ya gore yontem olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan secilen iki veya
daha fazla amino asit icermektedir: Asp XaalO'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg,
Xaalb'te; Ala, Xaalé'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34te; Tyr,
Xaa35'te; Glu, Xaa39'da; Gly, Xaa40ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaa45te.

E6'va gdre yontem olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan secilen bes veya
daha fazla amino asit igermektedir: Asp, XaalQ'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg,
Xaal5Ste; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34'te; Tyr,
Xaa35'te; Glu, Xaa39'da; Gly, Xaad40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaad5'te.

E6'va gdre yontem olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan secilen on veya
daha fazla amino asit icermektedir: Asp, XaalO'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg,
Xaalb'te; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9'da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34'te; Tyr,
Xaa35'te; Glu, Xaa39'da; Gly,Xaa40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaa45'te.

E6'va gore yontem olup, burada polipeptit sunlardan clusan gruptan secilen on bes
veya daha fazla amino asit icermektedir: Asp, XaalO'da; Asp, Xaall'de; Pro,
Xaal3'te; Arg, XaalS5te; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9'da;
Trp, Xaa2l'de; Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de;
Ile,Xaa34'te; Tyr, Xaa35'te; Glu, Xaa39da; Gly, Xaad40ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe,
Xaad5'te.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa3 Ser'dir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa2 His'tir.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaal Met'ir.

E6'yva gore yontem olup, burada Xaa56 Thr'dir.

E6'ya gore ydntem olup, burada Xaa57 Arg'dir.
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E43.

E44.

E45.

E46.

E47.

E48.

E6'ya gore yontem olup, burada Xaa58 Asp'dir.

E6'ya gdre yéntem olup, burada kallikrein inhibitdrii SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'nin

3-60 amino asitlerini iceren bir polipeptittir.

E6'ya gbre yontem olup, burada kallikren inhibitérii, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'yi
iceren bir polipeptittir.

E6'va gbre yontem olup, burada organ veya doku kalp, akciger, bdbrek, pancreas,
karaciger, bébrek, endotelyal doku, vaskiler doku veya cilttir.

Bir sujeden organil ¢kbrithalshdl ardiidan ve/veya ameliyat sthstda bir organm
reperfiizyon hasarblnl azaltlthasik yoénelik bir yontem olup, organidl bir organ
saklama ve muhafaza etme ¢ozeltisi icerisine koyulmashlikermektedir, burada ¢bzelti

bir kallikrein inhibitériaddr.

E47'yve gbre yontem olup, burada kallikrein inhibitérii SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1'i
ieren bir polipeptittir, burada Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 veya Xaab8
bireysel olarak bir amino asittir veya mevcut degildir;

Xaa6, Xaa7, Xaa8, Xaa%9, Xaa20, Xaaz4, Xaa2b, Xaa26, Xaa2/, Xaa2B, Xaa29, Xaadl,
Xaad2, Xaad4, Xaad6, Xaad7, Xaa48, Xaad9, Xaa50, Xaa52, Xaa53 ve Xaa54 herhangi
bir amino asit olabilmektedir;

Xaal0 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asp ve Glu;

Xaall sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile,
Ala ve Thr;

Xaal3 sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr,
Ala, Gly, Lys ve GIn;

Xaal5 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met,
Asn ve GIn;

Xaal6 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Gly, Ser, Asp ve Asn;
Xaal7 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir; Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val,
GIn ve Thr;

Xaal8 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: His, Leu, Gln ve Ala;

Xaal9 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Pro, GIn, Leu, Ash ve Ile;
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E49.

E50.

E51.

E52.

Xaa21 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Trp, Phe, Tyr, His ve Ile;
Xaa22 sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaa23 sunlardan olugan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaa31l sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala,
Val, Leu, Ile ve Thr;

Xaa32 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Gln, Asp Asn, Pro, Thr,
Leu, Ser, Ala, Gly ve Val;

Xaa34 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn,
Gly ve Leu;

Xaa35 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr, Trp ve Phe;

Xaa39 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Gly, Ala, Ser ve Asp;
Xaa40 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Gly ve Ala;

Xaa43 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asn ve Gly;

Xaa 45 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Phe ve Tyr.

E47've gbre yodntem olup, burada kallikrein inhibitéri SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'nin 3-60 amino asitlerini igeren bir polipeptittir.

E47ye gore yéntem olup, burada kallikrein inhibitérii SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'yi
iceren bir polipeptittir.

E47'yve gore yontem olup, burada organ veya doku kalp, akciger, bébrek, pancreas,

karaciger, bagl$ak, endotelyal doku, vaskiler doku veya cilttir.

Bir organn muhafaza edilmesi ve/veya saklanmasloh y&nelik bir bilesim olup, yandkai
amino asit sekansliceren bir polipeptite sahip fizyolojil olarak kabul edilebilir bir ex
vivo organ muhafaza c¢ozeltisi icermektedir: Xaal Xaa2 Xaa3 Xaad4 Cys Xaab Xaa7
Xaa8 Xaa9 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys Xaal5 Xaalé Xaal’7 Xaal8 Xaald Xaa2(
Xaa2l Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa3l Xaa32 Phe
Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaadl Xaad2 Xaa43 Xaa44 Xaa45 Xaad6 Xaad7
Xaa48 Xaad9 Xaa50 Cys Xaa52 Xaa53 Xaa54 Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1), burada

Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaad4, Xaa56, Xaab7 veya Xaab58 bireysel olarak bir amino asittir
veya mevcut degildir;

Xaa6, Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaa20, Xaa2d, Xaa2b, Xaa26, Xaa2/, Xaa28, Xaa29, Xaadl,
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ES3.

E54.

E55.

Xaad2, Xaad4, Xaa46, Xaad7, Xaa48, Xaad9, Xaab0, Xaab2, Xaa53 ve Xaa54 herhangi
bir amino asit olabilmektedir;

Xaall sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Asp ve Glu;

Xaall sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir; Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile,
Ala ve Thr;

Xaal3 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr,
Ala, Gly, Lys ve GIn;

Xaalb sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met,
Asn ve GIn;

Xaalb6 sunlardan olugsan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Gly, Ser, Asp ve Asn;
Xaal7 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val,
GIn ve Thr;

Xaal8 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: His, Leu, Gln ve Ala;

Xaal9 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Pro, Gln, Leu, Asn ve Ile;
Xaa2l sunlardan olugsan gruptan secilen bir amino asittir: Trp, Phe, Tyr, His ve Ile;
Xaa22 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaa23 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr ve Phe;

Xaa31l sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Ala,
Val, Leu, Ile ve Thr;

Xaa32 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr,
Leu, Ser, Ala, Gly ve Val;

Xaa34 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Thr, Ile, Ser, Val, Ala,
Asn, Gly ve Leu;

Xaa35 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Tyr, Trp ve Phe;

Xaa39 sunlardan olusan gruptan segilen bir amino asittir: Glu, Gly, Ala, Ser ve Asp;
Xaa40 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Gly ve Ala;

Xaad3 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Asn ve Gly;

Xaa45 sunlardan olusan gruptan secilen bir amino asittir: Phe ve Tyr; ve

burada s6z konusu polipeptit kallikreini inibe etmektedir.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa6 Ala’dlr]

E52'ye gbre bilegim olup, burada Xaa7 Phe'dir.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa8 Lys'dir.
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ES6.

E57.

ES8.

E59.

E60.

E61.

E62.

E63.

E64.

E65.

E66.

E67.

E68.

E69.

E70.

E71.

E72.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa9 Ala’dlr]

E52'yve gdre bilesim olup, burada Xaal® Asp'dir.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaall Asp'dir.

E52've gére bilesim olup, burada Xaal3 Pro’'dur, Xaal5 Arg'dir, Xaal6 Ala‘dlt) Xaal7

Ala’dlr] Xaa18 His'tir ve Xaal9 ise Pro'dur.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa20 Arg'dir.

E52've gore bilesim olup, burada Xaa24 Asn'dir.

E52'ye gére bilesim olup, burada Xaa25 Ile'dir.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa26 Phe'dir.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa27 Thrdir.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa28 Arg'dir.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa29 Gin‘dir.

E52'yve gbre bilesim olup, burada Xaa31 Glu'dur.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa32 Glu'dur.

E52've gbre bilesim olup, burada Xaa34 Ile'dir.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa35 Tyr'dir.

E52'ye gbre bilegim olup, burada Xaa39 Glu'dur.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa41 Asn'dir.
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E73.

E74.

E75.

E76.

E77.

E78.

E79.

E80.

E81.

E82.

E83.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa42 Arg'dir.

E52'yve gdre bilesim olup, burada Xaa44 Arg'dir.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa46 Glu'dur.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa47 Ser'dir.

E52'ye gore bilesim olup, burada Xaa48 Leu'dur.

E52'ye gbre bilesim olup, burada Xaa49 Gludur.

E52'ye gdre bilesim olup, burada Xaa50 Glu‘dur.

E52'ye gdre bilesim olup, burada polipeptit, sunlardan olusan gruptan secilen iki veya
daha fazla amino asit icermektedir: Asp, Xaal0'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg,
Xaal5'te; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9'da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de;, Glu, Xaa32'de; lle, Xaa34'te; Tyr,
Xaa35'de; Glu,Xaa39'da; Gly, Xaad40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaad45'te.

E52'ye gore bilesim olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan secilen bes veya
daha fazla amino asit icermektedir: : Asp, XaalO'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg
, Xaalb'te; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9'da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34'te; Tyr,
Xaa35te; Glu, Xaa39'da; Gly, Xaad40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaad5'te.

E52'ye gbre bilesim olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan secilen on veya
daha fazla amino asit icermektedir: Asp, Xaal0'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te; Arg,
XaalSte; Ala, Xaalé'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9'da; Trp, Xaa2l'de;
Phe, Xaa22'de; Phe,Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34'te; Tyr,
Xaa35te; Glu, Xaa39'da; Gly, Xaad40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaa45'te.

E52'ye gore bilesim olup, burada polipeptit sunlardan olusan gruptan segilen on eg

veya daha fazla amino asit icermektedir: Asp, XaalQO'da; Asp, Xaall'de; Pro, Xaal3'te;
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E84.

E8S.

E86.

E87.

E88.

E89.

E90.

E9L.

E92.

E93.

E94.

E95.

Arg, Xaal5te; Ala, Xaal6'da; Ala, Xaal7'de; His, Xaal8'de; Pro, Xaal9da; Trp,
Xaa2l'de; Phe, Xaa22'de; Phe, Xaa23'te; Glu, Xaa3l'de; Glu, Xaa32'de; Ile, Xaa34'te;
Tyr, Xaa35'te; Glu, Xaa39'da; Gly, Xaa40'ta; Asn, Xaa43'te; ve Phe, Xaad45'te.

E52'ye gdre bilesim olup burada Xaa3 Ser‘dir.

E52'ye gbre bilesim olup burada Xaa2 His'tir.

E52'ye gdre bilesim olup burada Xaal Mettir.

E52'ye gére bilesim olup burada Xaa56 Thr'dir.

E52'ye gore bilesim olup burada Xaa57 Arg'dir.

E52'ye gére bilesim olup burada Xaa58 Asp'dir.

E52've gdre bilesim olup burada polipeptit SEKANS KIMLIK NUMARASI:2'yi
icermektedir.

Bir organ veya dounun muhafaza edilmesine yoénlik bir yontem olup, organ veya
dokunun, bir kallikrein baglama peptide iceren fizyolojik olarak Kabul edilebilir bir ex

vivo organ muhafaza ¢ézeltisi ile temas ettirilmesini icermektedir.

E91'e gbre ydntem olup, burada kallikrein baglama polipeptiti SEKANS KIMLIK
NUMARASI:2'yi igermektedir.

E91'e gbre yontem olup, burada organ veya doku kalp, akciger, bdbren, pankreasi

karaciger, bagdak, endotelyal doku, vaskiiler doku veya cilttir.

E91'e gore yontem olup, burada kallikrein badlama polipeptiti bir Kunitz alan(
icermektedir.

E94'e dre yontem olup, burada Kunitz alanCpozisyonlar 5 ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve

51'den her birindeki bir sisteini icermektedir ve ayrich asag[dikileri de icermektedir:
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E96.

E97.

His ve Pro'dan segilen 13 numaral@mino asit;

Ala ve Gly’den secilen 16 numaralCamino asit;

Asn ve Ser’den segilen 17 numarallamino asit;

His ve Leu’dan secilen 18 numarallamino asit; ve

Gln, Leu ve Pro'dan secilen 19 numaral@mino asit (SEKANS KIMLIK NUMARASI:23)

burada amino asit numaras[] s@lrl pankreatik tripsin inhibitérinin (BPTI) Kunitz

alanblnl amino asit pozisyonlarh karslkl gelmektedir.

E94’e gore ydntem olup, burada Kunitz alanCpozisyonlar 5 ve 55; 14 ve 38; ve 30 ve
51’den her birindeki bir sisteini icermektedir ve ayrlch asagdakileri icermektedir:

His ve Pro‘dan secilen 13 numaralC@mino asit;

Lys ve Arg'den secilen 15 numarallamino asit;

Ala ve Gly'den secilen 16 numarall@mino asit;

Ala, Asn ve Ser'den secilen 17 numaral@mino asit;

His ve Leu’dan secilen 18 numaralCamino asit;

GlIn, Leu ve Pro'dan secilen 19 numarallamino asit;

31 numarallamino asit Glu'dur;

Glu ve GIn'den secilen 32 numaraldmino asit;

Ser, Thr ve Ile'den segilen 34 numaral@mino asit; ve

Gly, Gly ve Ala‘dan secilen 39 numaralCamino asit (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24),
burada amino asit numaras(d sl pankreatik tripsin inhibitériinun (BPTI) Kunitz

alann amino asitlerine karsIkl gelmektedir.

E94'e goire yontem olup, burada Kunitz alan[Jasadldekilerden olusan gruptan
secilmektedir

KKII/3 #1 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:24)
KKII/3 #2 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:25)
KKII/3 #3 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:26)
KKII/3 #4 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:27)
KKII/3 #5 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:28)
KKII/3 #6 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:29)
KKII/3 #7 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:30)
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55

KKII/3 #8 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:31)
KKII/3 #9 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:32) ve

KKII/3 #10 (SEKANS KIMLIK NUMARASI:33).

SEKANS LISTESI

<110> Dyax Corp. Cicardi,

<120> Organlar n ve Dokular n Muhafaza Edilmesine Ydnelik Ydntem
<130> 3421.1000003

<140> PCT/US03/17802

<141> 2003-06-06

<150> USs 60/407,004

<151> 2002-08-28

<160> 41

<170> Windows Versiyon 4.0 i¢in FastSEQ

<210> 1

<211> 58

<212> PRT

<213» Yapay Sekans

<220>

<Z223> Kal_p Protein

<221> DEGISKEN

<222> 1, 2, 3, 4, &, 7, 8, 9, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 41,
42, 44, 46, 47, 48, 4%, 50, 52, 53, 54, 56, 57, 58
<223>» Xaa = Herhangi bir Amino Asit

<221> DEGISKEN

<222» 10

<223> Xaa = Asp veya Glu

<221> DEGISKEN

<222> 11

<223> Xaa = Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile, Ala veya Thr
<221> DEGISKEN

<222> 13

<223» Xaa = Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys veya Gln
<221> DEGISKEN

<222> 15

<223> Xaa = Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn veya Gln
<221> DEGISKEN

<222» (16)...{16)

<223» ¥aa = Ala, Gly, Ser, Asp veya Asn

<221> DEGISKEN

<222> {17)...4{17)

<223> Xaa = Ala, Asn, 3er, Ile, Gly, Val, Gln veya Thr

Marco Bergamaschini,

41
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60

<221> DEGISKEN
<222> (18)...{(18)
<223» Xaa = His, Leu, Gln veya Ala
<221>» DEGISKEN
<222> {19)...{(19)
<223> ¥Xaa = Pro, Gln, Leu, Asn veya Ile
<221> DEGISKEN
<222> (21)...{21)
<223» ¥Xaa = Trp, Phe, Tyr, His veya Ile
<221> DEGISKEN
<222> (22)...{(23)
<223>» ¥Xaa = Tyr veya Phe
<221> DESISKEN
<222> (31)...(31)
<223» Xaa = Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Ala, Vval, Leu, Ile
<221> DEGISKEN
<222> (32)...(32)
<223» Xaa = Glu, Gln, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala,
<221> DEGISKEN
<222> (34)...(34)
<223» ¥Xaa = Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly veya Leu
<221> DEGISKEN
<222> (35)...(35)
<223>» Xaa = Tyr, Trp veya Phe
<221> DEGISKEN
<222> (39)...(39)
<223» ¥Xaa = Glu, Gly, Ala, Ser veya Asp
<221> DECISKEN
<222> (40)...(40)
<223>» Xaa = Gly vevya Ala
<221> DEGISKEN
<222> (43)...(43)
<223» Haa = Asn veya Gly
<221> DEGISKEN
<222> (45)...(45)
<Z223>» Xaa = Phe veya Tyr
<400> 1
Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Cys
1 5 10
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys
20 25 30
Phe Xaa Xaa Gly Gly Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaza Cys Xaa Xaa Xaa
50 55

42

veya Thr

Gly veya Val

Xaa Xaa
15
Xaa Xaa

Xza Xza
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<210> 2
<211> 60
<212> PRT
<213» Yapay

<220>
<223> Tzole

<400> 2

Glu Ala Met
1
Arg Ala Ala

Glu Glu Phe
35
Ser Leu Glu
50

<210> 3
<211> 179
<212> DNA
<213> Yapay

<220>
<223> Pep-1

<400> 3

gaggctatgce
caagatggtt
agggtaacca

<210> 4
<211> 58
<212» PRT
<213> Yapay

<220>
<223>» Izole

<400> 4

Met His Ser
1
Asn His Leu

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 5
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

Sekans

Edilmis

His Ser
His Pro
20

Ile Tyr

Glu Cys

Sekans

Baflay c Peptit

Phe
Arg
Gly

Lys

Cys
Trp
Gly

Lys
55

Kodlama Sekans_

actctttctg tgctttcaag

aaacagatlLc gagtctctag aggagtgtaa gaagatgtgt actagagac

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis Baglay ¢

Baglay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Ala
Phe
Cys

40
Met

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Peptit

Phe
Phe
25

Glu

Cys

Lys Ala
10

Asn Tle
Gly Asn

Thr Arg

Asp
Phe
Gln

Asp
60

Asp Gly Pro Cys

15

Thr Arg Gln Cys

30

Asn Arg Phe Glu

45

gctgacgacg gtcgtgecaga getgetcacce 60
cttcaacatc ttcacgcgtc aatgcgagga gttcatctac ggtggttgtg 120

Ala
Tle
25

Asn

Arg

Asp Asp Gly Pro Cys

10

Phe Thr Arg Gln Cys

Gln Asn Arg Phe Glu

Asp

43

45

30

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

179
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<400> 5
Met His
1
Asn His
Phe Thr
Glu Glu
50

<210> 6

<211> 58

Ser
Gln
Tyr

Cys

<212>» PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Izole

<400> ©
Met His
1
Asn His
Phe Thr
Glu Glu
50

<210 7

<211> 58

Ser
Gln
Tyr

35
Cys

<212> PRT
<213> Yapay

<Z220>

«223>» Izole

<400> 7

Met His

Ser Leu

Phe Ile

Glu Glu

50

<210> 8

<211> 58

Ser
Pro
Tyr

35
Cys

<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Izole

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis Baglay ¢ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Baglay ¢ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Baglay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cvys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Ala

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Lys
Asn
Gly

Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Tle
25

Asn

Arg

Asp
Phe
Gln

ASD

Asp
10

Phe
Gln

Asp

Asp
10

Phe
Gln

Asp

a4

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

His Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
45

His Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
45

His Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
15

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Ala
15
Glu Gln

Ser Leu

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu
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<400>

8

Met His Ser

1

Asn His Gln

Phe Ser Tyr

35

Glu Glu Cys

50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58
PRT
Yapay

izole

Met His Ser

1

Ala His Leu

Phe Ile Tyr

Glu Gl
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Hi

Ala Hi

FPhe T1

Glu GL1

50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
u Cys

10

58
PRT
Yapay

Izole
10

s Ser
s Leu
e Tyr

35
u Cys

11

58
PRT
Yapay

fzole

11

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala Asp
10

ITle Phe

25

Asn Gln

AYg ASD

Baglay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Baglay c

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala Asp
10

Ile Phe

25

Asn Gln

Arg Asp

Peptit

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala Asp
10

Tle Phe

25

Asn Gln

Arg Asp

Edilmis Badlay o  Peptit

45

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

His Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
45

His Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
45

Arg Cys

Gln Cys

30
Phe Glu
45

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Gly
15
Glu Glu

Ser Leu
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Met His Ser
Ala His Pro

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 12
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 12

Met His Ser
1
Ala His Pro

Phe S5er Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210» 13
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 13
Met His Ser
Ala His Pro
Phe Ser Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210> 14
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 14

Phe Cys
Arg Trp
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

Arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln

Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢  Peptit

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Badlay_c_ Peptit

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢ Peptit

46

Gly Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Val Gly
Thr Arg

Asn Arg

Arg
Gln

Phe
45

Pro
Gln

Phe
45

Arg
Gln

Phe
15

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cvys

Glu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu
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Met His Ser
Ala Gln Pro

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 15
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 15

Met His Ser
1
Ala His Leu

Phe S5er Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210>» 16
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 16
Met His Ser
Ala His Gln
Phe Ser Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210> 17
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 17

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

Arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln

Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢  Peptit

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Badlay_c_ Peptit

Ala Phe Lys Ala Glu
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢ Peptit

47

Val Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Gly Gly
Thr Arg

Asn Arg

Arg
Gln

Phe
45

Ser
Gln

Phe
45

Ser
Gln

Phe
15

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cvys

Glu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Ala
15
Glu Glu

Ser Leu
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Met His Ser
Ala His Leu

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 18
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 18

Met His Ser
1
Ala Leu Pro

Phe S5er Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210>» 19
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 19

Met His Ser
1
Asn Leu Pro

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 20
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 20

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

Arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

Arg Phe
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln

Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢  Peptit

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Badlay_c_ Peptit

Ala Phe Lys Ala Asp
10
Phe Phe Asn Ile Phe
25
Cys Gly Gly Asn Gln
40
Met Cys Thr Arg Asp
55

Baglay ¢ Peptit

48

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Ser Gly
Thr Arg

Asn Arg

Pro

Gln

Phe
45

His

Gln

Phe
45

Asn

Gln

Phe
15

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cvys

Glu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu
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Met His Ser
Asn His Gln

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 21
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 21

Met His Ser
1
Ile Gln Pro

Phe S5er Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210>» 22
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 22
Met His Ser
Ala His Pro
Phe Ser Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210>» 23
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 23

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys

Arg Trp
20
Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
arg Trp
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis Baglay c . Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Baglay ¢  Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Badlay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Lys
Asn
Gly

Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Asp Ser Gly Arg
10
Phe Thr Arg Gln

Gln Asn Arg Phe
45
Asp

Asp Gly Gly Arg
10
Phe Thr Arg Gln

Gln Asn Arg Phe
45
AsSD

Asp Asp Gly Arg
10
Phe Thr Arg Gln

Gln Asn Arg Phe

45
Asp

49

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cys

30
Glu

Cys
Cvys

Glu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu
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Arg Pro Asp
Arg Ile Ile

Phe val Tyr
35
Glu Asp Cys
50

<210> 24
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 24

Met His Ser
1
Ser Leu Pro

Phe Ile Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210>» 25
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 25
Met His Ser
Asn His Leu
Phe Ser Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210>» 26
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 26

Phe Cys
Arg Tyr
20

Gly Gly

Met Arg

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis Baglay c . Peptit

Leu
Phe
Cys

Thr

Baglay ¢  Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Badlay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Glu
Tyr
Arg

Cys
55

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Pro Pro

Asn Ala
25

Ala Lys

40

Gly Gly

Lys Ala

Asn Ile
25

Gly Asn

40

Thr Arg

Lys Ala

aAsn Ile
25

Gly Asn

40

Thr Arg

Tyr Thr Gly Pro Cys
10
Lys Ala Gly Leu Cys
30
Arg Asn Asn Phe Lys
45
Ala

Asp Asp Gly His Cys
10
Phe Thr Arg Gln Cys
30
Gln Asn Arg Phe Glu
45
AsSD

Asp Asp Gly Pro Cys
10
Phe Thr Arg Gln Cys

Gln Asn Arg Phe Glu

45
Asp

50

Lys Ala
15
Gln Thr

Ser Ala

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu
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Met His Ser
Asn His Gln

Phe Thr Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 27
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 27

Met His Ser
1
Asn His Gln

Phe Thr Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 28
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 28
Met His Ser
Ser Leu Pro
Phe Ile Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210>» 29
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 29

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis Baglay c . Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Baglay ¢  Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Badlay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Ala

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Lys
Asn
Gly

Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
10 15
Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
30
Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
45
Asp

Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
10 15
Phe Thr Arg Gln Cys Glu Gln
30
Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
45
AsSD

Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
10 15
Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu

45
Asp

51
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Met His Ser
Asn His Gln

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 30
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 30

Met His Ser
1
Asn His Gln

Phe S5er Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 31
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 31
Met His Ser
Asn His Gln
Phe Ser Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210> 32
<211>» 58
<212>» PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 32

Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
5 10 15

Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

20 25 30

Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu

Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
55

Sekans

FEdilmis Badlay o Peptit

Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala

Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
40 45
Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
55

Sekans

Edilmis Baglay_c_ Peptit

Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala

Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
40 45
Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
55

Sekans

Edilmis Baglay c . Peptit

52
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Met His Ser
Asn His Gln

Phe Ser Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 33
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 33

Met His Ser
1
Ala His Leu

Phe Ile Tyr
35
Glu Glu Cys
50

<210> 34
<211> 58
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Izole

<400> 34
Met His Ser
Ile Met Lys
Phe Ile Tyr
35

Glu Glu Cys
50

<210> 35
<211>» 548
<212> DNA
<213> Yapay

<220>

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Edilmis

Phe Cys
Arg Phe
20

Gly Gly

Lys Lys

Sekans

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Lys Ala Asp
10
Asn Ile Phe
25
Gly Asn Gln

Thr Arg Asp

Baglay ¢  Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Lys Ala Asp
10
Asn Ile Phe
25
Gly Asn Gln
40
Thr Arg Asp

Badlay_c_ Peptit

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Lys Ala Asp
10
Asn Ile Phe
25
Gly Asn Gln
40
Thr Arg Asp

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

Asp Gly
Thr Arg

Asn Arg

<223> Flzyon proteini ig¢in kodlama sekans’

<221>» CDS

<222> {54)..

. (488)

53

His Cys

Gln Cys

30
Phe GIlu
45

His Cys
Gln Cys
30

Phe Glu
45

Pro Cys
Gln Cys

Phe Glu
15

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu
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<400> 35

cgacttttaa cgacaacttyg agaagatcaa aaaacaacta

aga ttc cca tet atc tte act gect gtt ttg tte
Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe

ttg gct gct cca gtt aac acc act act gaa gac
Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp
20 25

cct get gag gct gtc atc ggt tac tcect gac ttg
Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu
35 40

gtc gct gtt ttg cca tte tcet aac tcet act aac
vVal Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn
50 55 60

atc aac act acc atc gect tcect atc gct gct aag
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys
70 75

ctc gag aag aga gag gct atg cac tcect tte tgt
Leu Glu Lys Arg Glu Ala Met His Ser Phe Cys
85 90

gac ggt ccg tgc aga gct gct cac cca aga tgg
Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp
100 105

acg cgt caa tgc gag gag tte atc tac ggt ggt
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly
115 120

aac aga ttc gag tcect cta gag gag tgt aag aag
Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys
130 13% 140

tagtaagaat tecgecttaga catgactgtt cctcagttea

<210> 36

<211> 58

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Izole Edilmis Baflay ¢~ Peptit

<221> DEGISKEN
<222> 10
<223> Xaa = Asp veva Glu

<221> DEGISKEN
<222> 11

attattcgaa acg atg

gct
Ala

gag
Glu

gaa
Glu
45

aac
Asn

gag
Glu

gct
Ala

ttc
Phe

tgt
Cys
125

atg
Met

agttgggcac ttacgagaag

gct
Ala

act
Thr
30

ggt
Gly

ggt
Gly

gaa
Glu

ttc
Phe

ttc
Phe
110

gag
Glu

tgt
Cys

tce
Ser
15

gct
Ala

gac
Asp

ttg
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
95

aac

Asn

ggt
Gly

act
Thr

<223>» Xaa = Asp, Gly, 3er, Val, Asn, Ile, Ala veya Thr

54

tct
Ser

caa
Gln

ttc
Phe

ttg
Leu

gtt
vVal
80

gct
Ala

atc
Ile

aac
Asn

aga
Arg

Met

1

gct
Ala

att
Ile

gac
Asp

ttc
Phe
65

tcc
ser

gac
Asp

ttc
Phe

caa
Gln

gac
Asp
145

56

104

152

200

248

296

344

392

440

488

548
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Ala, Gly,

Lys

Asn veya Gln

Gln veya Thr

Val, Leu,

Leu, Ser,

Ile

Ala,

Gly wveya Leu

Xaa Xaa Gly Xaa Cys

Phe Thr Arg Gln Cys

30

Gln Asn Arg Phe Glu

<221> DEGISKEN
<222> 13
<223>» ¥Xaa = Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr,
<221> DEGISKEN
<222> 15
<223>» ¥Xaa = Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met,
<221> DEGISKEN
<222> 16
<223>» Xaa = Ala, Gly, 3er, Asp veya Asn
<221> DEGISKEN
222> (17)...(17)
<223> ¥Xaa = Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Vval,
<221> DEGISKEN
<222> (18)...(18)
<223>» Xaa = His, Leu, Gln veya Ala
<221> DEGISKEN
222> (19)...(19)
<223>» Xaa = Pro, Gln, Leu, Asn veya Ile
<221> DEGISKEN
<222> (21)...4(21)
<223>» Xaa = Trp, Phe, Tyr, His veya Ile
<221> DECISKEN
<222> (31)...(3L)
<223» Xaa = Glu, Asp, Gln, Asn, 5er, Ala,
<221> DESISKEN
<222> (32)...{(32)
<223» ¥Xaa = Glu, Gln, Asp, Asn, Pro, Thr,
<221> DEGISKEN
<222> (34)...(34)
<223>» Xaa = Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn,
<221> DEGISKEN
<222> (35)...(35)
<223> ¥Xaa = Tyr, Trp veya Phe
<221> DEGISKEN
<222» (39)...(39%
<223>» Xaa = Glu, Gly, Ala, Ser veya Asp
<400> 36
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala
1 5 10
¥Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Phe Phe Asn Ile
20 25
Phe Xaa Xaa Gly Gly Cys Xaa Gly Asn
35 40
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
<210> 37

55

45

veya Gln

veya Thr

Gly veya Val

Xaa Xaa
15
Xaa Xaa

Ser Leu
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ttcgaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6
DNA

Yapay Sekans

Degistirilmis Klonlama Alan’.

37
6

38
8
DNA

Yapay Sekans

Dedistirilmis Klonlama Alan

38

ttcgcgaa 8

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

gacgtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gacgtacgte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39
6
DNA

Yapay Sekans

Degistirilmis Klonlama Alan_

39
6

40
10
DNA&

Yapay Sekans

Dedistirilmis Klonlama Alan

40

41
14%
PRT

10

Yapay Sekans

Fiizyon Proteini

41

Met Arg Phe Pro

1

Ala TLeu Ala Ala

20

Ile Pro Ala Glu

33

Asp Val Ala Val

50

Ser

Pro

Ala

Leu

Tle

Val

Val

Pro

Phe

Asn

Ile

Phe
55

Thr
Thr
Gly

40
Ser

Ala
Thr
25

Tyr

Asn

Val Leu
10

Thr Glu
Ser Asp

Ser Thr

56

Phe
AsSp
Leu

Asn
60

Ala
Glu
Glu

45
Asn

Ala
Thr
30

Gly

Gly

Ser
15

Ala
Asp

Leu

Ser

Gln

Phe

Leu



10

15

Phe
65

Ser
Asp
Phe

Gln

Asp
145

Ile
Leu
AsSp
Thr

Asn
130

Asn
Glu
Gly
Arg

115
Arg

Thr
Lys
Pro
100
Gln

Phe

Thr
Arg
85

Cys
Cys

Glu

Ile
70

Glu
Arg
Glu

Ser

Ala

Ala

Ala

Glu

Leu
135

Ser

Met

Ala

Phe

120
Glu

Ile
His
His
105
Ile

Glu

Ala
Ser
90

Pro

Tyr

Cys

57

Ala
75

Phe
Arg
Gly

Lys

Lys
Cys
Trp
Gly

Lys
140

Glu
Ala
Phe
Cys

125
Met

Glu
Phe
Phe
110
Glu

Cys

Gly
Lys
95

Asn

Gly

Thr

Val
80

Ala
Tle

Asn

Arg
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Sekil 2

S5A0X! .
Bsty
CG ACT TTT AAC GAC ARC TTG AGA AGA TCA AARR AAC ARC TAA TTA TIC GAAR

ATG AGA TTC CCA TCT ATC TTC ACT GCT &TT TG TIC GCT GCT

ACG
M R T p s I F T A A4 L F A A
TCCTCTGCTTT’GGCTGCTCCAGT!MCRCCACTAC?GMG&CGAGACT
3 S A L A A P Y N T T T E D E T
GCT CARA ATT CCT GCT GAG GCT GTC ATC GGT TAC TCT GAC TTG GAX GGT
. A ‘Q 1 P. A E A \ X & Y S D L E G
GAC TTC GAC GTC GCT CTT TIG CCA TTIC TCT ARC TCT ACT ARC AAC GGT
2] F D v ).} A'J 1L P F 8 N S T N N G
TG T2G TIC ATC AAC ACT ACC ATC GCT TCT ATC GCT GCY ARG GRS GAA
L L F I H T T 1 A 8 I A A K E E
6T OTY ICC CIC GAG ARG AGH GAG GCT ATG CAC ICT T7C T6T GCT TIC
G VvV §& L E K R{E A M B 8 F ¢ » F
AAG GCT GAC GAC GGT DCG TGC AGA GCT GCT CAC CCA AGA TGG TTC TIC
R A D D G P c R K A H B R | F |3
ARC ATC TTC ACG CGT CAA TGC GAG GAG TTC ATC TAC GGT GGT TGT GAG
N I P T R Q C B E F 1 ¥ 6 & ¢ E
GGT ARC CRA ARC AGR TTC GAG TCT CTR GAG GAG TGT AAG AAG ATG TGT
GN.QNRE‘ESLEECKKHC

. EcoR .1

RCT AGA GACITAG TAA GAA TTC GCC TTA GAC ATG ACT GTT CCT CAG TIC
T R D * * A
3'A0X1

ARG TIG GGC_ACT TAC_GAG ARG
37A0X1
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Sekil 3

====MUSFCAFKA-DDGPCRARHPRWEFNIFTRQCEEFIYGG
- -=-MHSFCAFKA-DOGPCKANHLRFFTNIFTRQCEEFSYGG
~~-—-MHSFCAFKA- DDGHCKANHQRFIFENIFTRQCEEFTYGG
« —~~MHSFCAFTKA-DOGHCKANYQRFFFNIFTROCEQFTYGG
-——-MASFCAFKA-DDGHCKASLPRFFFNIFTRQCEEFIYGG
==~ -MHSFCAFKA-DDGRCKANHQRFFFNIFTRQCEEFSYGG
~~=-MASFCAFKA-DOGHCKGAHLRFEFNI FTRQCEEFI YGG
=== -MHSFCAFKA-DDGRCKGAHLRFFFNIFTRQCEEFIYGG
==-=-MHSFCAFKA-DGGRCRGAHPRWFENIFTRQCEEFSYGG
~~=~=-MHSFCAFKA-DDGPCRAAHPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
----MASFCAFKA-DVGRCRGAHPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
~==~-MHSPFCAFKA~DVGRCRGAQPREFFNIFTRQCEEFSYGG
~==-MESFCAFKA-DDGSCRAARLRWEFNIFTRQCEEFSYGG
----MHSFCAFKA-EGGSCRAAHRQRWEFNITTRQCEEFSYGS
~~--MHSFCAFKA-DDGPCRGAHLRFFFNIFTRQCEEFSYGG
~=--MiiSFCAFKA-~DDGHCRGALPRRFENIFTRQCEEFSYGS
----MHSFCAFKA-DSGNCRGNLERFFFNIFTRQCEEFSYGG
~~==MHSFCAFRA-DSGRCRGNHQRFFEFNI FTRQCEEFSYGG
----MHSFCAFKA-DGGRCRAIQPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
-~==MHSFCAFXA-DDGRCRGAHPRWFENIFTRQCEEFSYQG

CEGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ-~NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ~-NRFESLEECKKMCTRD
CAGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGERQ- -NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ~-NRFESLEECKKMCTRD

SEKANS KIMLIK NUMARASI 9: (devam[]
SEKANS KIMLIK NUMARASI 10: (devam[}
SEKANS KIMLIK NUMARASI 11:( devam(}
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SEKANS KIMLIK NUMARASI 21: (devam[}]
SEKANS KIMLiK NUMARASI 22 (devam(}

CEGNQ--NRFESLEECKIMCTRD
CEGNQ- ~NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ - -NRFESLEECKRMCTRD
CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKRMCTRD
CGGNQ-~NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKRMCTRD
CGGNQ- ~NRFESLEECKIMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
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